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(TgVIT1), du soja (GmNODULIN21), du lotier (LjSEN1), du bleuet (CcVIT1) et de la levure 
(ScCCC1p). 
Encart 2 : Protéines de la famille NRAMP 
Figure 17 : Arbre phylogénétique des protéines NRAMP et homologues d’Arabidopsis, de riz, de 
la tomate, de la levure, de Staphylococcus capitis et d’homme. 
Figure 18 : Organigramme récapitulant les différentes étapes du crible et de la caractérisation des 
mutants. 
Figure 19 : Crible de la génération M2.  
Figure 20 : Confirmation à la génération M3.  
Figure 21 : Répartition des patrons de distribution du fer observés lors de la classification des 
candidats issus du crible. 
Figure 22 : Patron de distribution du fer observé lors de la classification des candidats issus du 
crible. 
Figure 23 : Répartition des patrons de distribution du fer observés lors de la classification des 
candidats issus du crible. 
Figure 24 : Alignement des paires de lecture séquencées de nramp3nramp4 sur le génome de 
référence de Col0 dans la région du gène NRAMP3. 
Figure 25 : Alignement des paires de lecture séquencées de nramp3nramp4 sur le génome de 
référence de Col0 dans la région du gène NRAMP4. 
Figure 26 : Schéma représentant le principe de la recherche de variants/SNP, de la cartographie 




Figure 1: isv1, isv2 and : nr3nr4vit1-1 suppress chlorosis and developmental arrest phenotypes of 
nr3nr4 on low iron medium after germination. 
Figure 2: isv1, isv2 , T-DNA mutants vit1-1 and nr3nr4vit1-1 display similar iron distribution 
patterns in embryos. 
Figure 3: isv1 and isv2 carry mutations in the VIT1 gene. 
Figure 4: The suppressor phenotype of isv1 and isv2 candidates is due to the mutations in VIT1. 
Figure 5: The impact of vit1-2 and vit1-3 mutations on VIT1 mRNA structure.  
Figure 6: The VIT1 G77D transporter does not rescue the Δccc1 yeast mutant. 
Figure 7: Iron stores are efficiently remobilized during vit1-1 and nr3nr4vit1 mutant seedling 
development. 
Figure 8:  Working model of VIT1 and NRAMP3/NRAMP4 respectively during seed 
development/maturation and germination in Arabidopsis thaliana embryo 
Supplemental table I: Metal concentrations in seeds measured by Atomic Absorption 
Spectrometry.   
Supplemental figure 1: Protein alignement of  VIT1 homologues from yeast (ScCCC1c), 
Arabidopsis (AtVIT1), rice (OsVIT1.1 and OsVIT1.2), tulipa (TgVIT1), Lotus japonicus 
(LjSEN1) and soybean/Glycine max (GmNODULIN-21). 
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AAS  Atomic Absorption Spectrometry 
At  Arabidopsis thaliana 
ABC   ATP-Binding Cassette 
ADN  Acide DésoxyriboNucléique 
ADNg  ADN génomique 
ADNc  ADN complémentaire 
AHA  Arabidopsis H+ ATPase 
ALMT  Aluminium-activated Malate Transporter 
ARN  Acide RiboNucléique 
ATP  Adénosine TriPhosphate 
bHLH   basic Helix-Loop-Helix 
BiFC  Bimolecular Fluorescence Complementation 
Ca  Calcium 
CCC1  Cross-complements Ca2+ phenotype of Csg1 
Col0  Columbia 0 
CTAB  Bromure d’héxadécyltriméthylammonium 
CTR1   Copper Transporter 1 
DAB  Diaminobenzidine 
DMA  DeoxyMugineic Acid 
DO  Densité Optique 
ECL  Electrochemiluminescence 
EDTA  Acide Ethylène Diamine Tétraacétique 
EMS  Méthanesulfonate d’éthyl 
et al.   et alii 
F1, F2, F3 Backcross generation 
F6’H1   Feruloyl-CoA 6’-Hydroxylase 1  
Fe   Fer 
Fe2+  Fer ferreux 
Fe3+  Fer ferrique 
FER2  Ferritin 2 
Ferrozine [3-(2-pyridyl)-5,6-bis (4-phenyl-sulfonic acid)-1,2,4-triazine] 
FIT   FER-like Iron deficiency Transcription factor  
FPN  Ferroportin 
frd  ferric reductase defective 
FRD3   Ferric Reductase Defective 3 
FRO2  Ferric Reductase Oxidase 2 
FutC   ferric iron uptake 
g  gramme 
GDP  Glucose Di-Phosphate 
h  heure 
H+  Proton 
H2O2   Peroxyde d’hydrogène 
HBED  N,N’-di(2-hydroxybenzyl)ethylene diamine-N,N’- diacetic acid monochloride 
hydrate 
HMA   Heavy Metal P-type ATPase 
HO.   Radical hydroxyl 
IREG1  Iron Regulated 1 
IRT1  Iron Regulated Transporter 1 
isv  bypass iron storage in vacuoles 
K  Potassium 
LC-ICP MS Liquid Chromatography/Inductively Coupled Plasma atomic emission 
spectroscopy/Mass Spectrometry  
M0, 1, 2, 3 Mutagénèse generation 
MA  Mugineic Acid 
MATE  Multidrug And Toxin Extrusion 
MAR1  Multiple Antibiotic Resistance 
MES  Acide 2-(N-morpholino) éthane sulfonique 
Mg  Magnésium 
mg  milligramme 
min  minute 
mL  milliliter 
mM  millimolaire 
Mn  Manganèse 
MTP   Metal Tolerance Protein 
m/v  masse par volume 
NA  Nicotianamine 
NaAc  Acétate de sodium 
NAAT  Nicotianamine AminoTransferase 
NAP14 Non-intrinsic ABC Protein 14 
NAS  Nicotianamine Synthase 
nr3nr4  double mutant nramp3nramp4 
NRAMP Natural Resistance-Associated Macrophage Protein 
O2.-   Anion superoxide 
OPT   OligoPeptide Transporteur  
PCBP  Poly (rC) Binding Protein 
PDR9   Pleiotropic Drug Resistance 9  
PIC1   Permease in the Innner enveloppe of the Chloroplast 1 
PCR  Polymerase Chain Reaction 
PIXE  Particle-Induced X-ray Emission 
q.s.p.  quantité suffisante pour 
ROS  Reactive Oxygen Species 
rpm  rotation par minute 
RT  Reversed Transcription 
Sc  Saccharomyces cerevisiae 
SD  Synthetic Define medium 
SDS  Sodium dodecyl sulfate 
SNP  Single Nucleotide Polymorphism 
sXRF  synchrotron radiation induces X-Ray Fluorescence 
TAE  Tris Acetate EDTA 
T-DNA Acide désoryribonucléique de transfert 
TOM1  Transporter Of Mugineic acid 
VIT1  Vacuolar Iron Transporter 1 
VTC  Vitamin C 
VTL  Vacuolar iron Transporter Like 
WHO  World Health Organization 
Ws  Wassilewskija 
XAS   spectroscopie d’absorption des rayons X 
YNB  Yeast Nitrogen Base 
YS  Yellow Stripe 
YSL  Yellow Stripe-Like 
ZIP   ZRT (Zinc Regulated Transporter) IRT-like Protein 
Zn  Zinc 
µg  microgramme 
µL   microlitre 
µM  micromolaire 
 
 
Figure 1 : Exemples de coordination du fer dans ces protéines. 
A Structure du cytochrome c avec le fer (en orange) au sein d’un hème ou noyau tétrapyrolique 
B Coordination du centre Fe2S2 de la ferredoxine par 4 cystéines 
C Structure du photosystème I. Les sous-unités psaA et psaB sont représentées en jaunes avec 
les régions homologues au cœur du photosystème II en rouge et bleu. Les molécules de 








Les propriétés redox du fer sont essentielles pour le métabolisme cellulaire 
Le fer est un élément essentiel au développement de presque tous les organismes 
vivants dont les plantes. En effet, les tissus végétaux contiennent autour de 100 mg de Fe par 
kg de poids sec (Marschner, 1995). Le fer est le microélément dont les plantes ont le besoin le 
plus important. Par son existence sous deux formes (fer ferrique Fe3+ et fer ferreux Fe2+), le 
fer participe à la catalyse des réactions d’oxydo-réductions. Ce métal est impliqué dans de 
nombreux processus métaboliques comme les chaînes de transfert d’électrons de la respiration 
et de la photosynthèse mais également comme composant de cofacteurs d’enzymes 
responsables de réactions d’oxydo-réductions. Par exemple, on trouve 12 atomes de fer sous 
forme de clusters fer-souffre associés aux protéines du photosystème I (Figure 1). On trouve 
le fer sous forme de noyaux hème dans les cytochromes et les peroxydases ou directement 
coordonné par les acides aminés de la protéine dans le cas des superoxides dismutases. Tous 
ces systèmes exploitent la capacité du fer à passer de l’état fer ferrique à fer ferreux et  
réciproquement.  
Toxicité du fer 
Cette aptitude du fer a un « revers » : il peut participer à la formation d’espèces réactives 
de l’oxygène (ou ROS) via les réactions de Fenton ou le cycle Haber-Weiss (Haber and 
Weiss, 1932, Halliwell, 1978). Ainsi, le fer ferrique libre réagit avec l’anion superoxyde O2.- 
(forme réactive de l’oxygène, radicalaire et nocive) (1). Le peroxyde d’hydrogène H2O2 
(forme active mais non radicalaire) réagit avec le fer ferreux libre pour produire le radical 
hydroxyl HO. et avec le fer ferrique pour produire d’autres formes radicalaires (2 et 3). Ces 
radicaux libres sont extrêmement réactifs et donc toxiques : ils sont capables d’oxyder les 
lipides, les protéines et les acides nucléiques, ils causent de ce fait d’importants dommages 
cellulaires. 
(1) O2.- + Fe3+  O2 + Fe2+ 
(2) H2O2 + Fe2+  OH- + HO. + Fe3+ 
(3) H2O2 + Fe3+  Fe2+ + OOH. + H+  
Figure 2 : Carte mondiale des sols et leurs différents pH. 
En rouge : sols à pH acides, en jaune : sols à pH neutres, en bleu : sols à pH basiques/alcalins et 
en noir : sols pour lesquels les données sont manquantes 
Source : Wikipédia 
Figure 3 : Chlorose internervaire induite par la carence en fer chez le citronnier. 
A Feuille non carencée 




La disponibilité du fer dans le milieu est souvent limitante 
Le problème de la carence en fer touche à la fois le règne animal et le règne végétal. 
Nous nous intéressons plus particulièrement aux espèces végétales qui constituent la base de 
l’alimentation de nombreuses espèces animales. 
Pour les végétaux, la concentration en fer optimale dans le sol se situe entre 10-9 et   
10-4 M (Guerinot and Yi, 1994). Le fer est le quatrième élément le plus abondant dans la 
croûte terrestre. L’ion ferreux Fe2+ est relativement soluble dans les sols mais il est oxydé en 
Fe3+ par l’O2. En milieu aérobie, on trouve le fer majoritairement sous forme d’oxydes 
ferriques (FeOOH) dont la disponibilité dépend très fortement du pH du sol : la solubilité de 
l’ion ferrique Fe3+ est de 10-17 M à pH 7 et de 10-6 M à pH 3,3. Notamment, le pH des sols 
calcaires qui constituent 30% des terres arables est tamponné à des valeurs neutres ou 
alcalines par la présence de carbonates de calcium. De ce fait, ces terres présentent une 
quantité de fer disponible insuffisante (Figure 2).  
Chez la plante, une carence en fer provoque une forte diminution de la concentration 
en chlorophylle des feuilles. Ainsi, le jaunissement des régions inter-nervures des jeunes 
feuilles  est le premier symptôme visible qu’une plante souffre d’une carence en fer : ce 
symptôme est appelé chlorose (Figure 3). En diminuant la photosynthèse, la carence en fer 
engendre une diminution importante du rendement de certaines cultures. De plus, les végétaux 
sont à la base de l’alimentation humaine et le point d’entrée des apports en fer. Les quantités 
en fer dans les végétaux consommés sont inférieures à celles qui se trouvent dans les aliments 
d’origine animale. En outre, des composés végétaux comme les tannins, les polyphénols et les 
phytates chélatant le fer réduisent sa disponibilité donc son accès au système digestif (Gilloly 
et al., 1983). Or l’alimentation de base d’une grande partie de la population se résume à des 
plantes. Selon WHO, actuellement 2 milliards de personnes sont anémiques et leur anémie est 
souvent due à une carence en fer (Figure 4). 
L’une des stratégies proposées pour endiguer la carence en fer humaine autrement que 
par des compléments alimentaires est la biofortification des plantes cultivées. Cette stratégie 
nécessite l’obtention de plantes accumulant, dans les parties consommées, des quantités 
supérieures et plus disponibles d’oligoéléments dont le fer (Bouis, 2003).  
L’amélioration des rendements agricoles en conditions de carence en fer, tout comme 
la mise en œuvre de la biofortification impliquent une meilleure compréhension des 
Figure 4 : Carte du monde de l’anémie touchant les enfants âgés de 0 à 5 ans avec une échelle 
de couleur selon la sévérité du problème de santé publique. 
En gris, les pays où l’anémie n’est pas un problème de santé publique, en rouge clair, le 
problème est léger, en rouge, le problème est modéré, en rouge foncé, le problème est sévère, 
en blanc, les pays pour lesquels les données manques  
Source : WHO database 
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mécanismes d’absorption et de gestion de l’homéostasie du fer chez les plantes. La 
communauté scientifique s’est intéressée aux processus d’acquisition du fer, de son transport 
à longue distance, de son utilisation dans les organes, de son stockage pour éviter la 
production de ROS, de sa mobilisation vers des organes puits tel que la graine. La graine est 
l’organe le plus consommé des plantes cultivées. Son contenu en fer et la biodisponibilité de 
celui-ci sont importants pour l’alimentation humaine et animale.  
Ces paramètres sont également importants au cours de la germination, pendant 
l’émergence des plantules de la génération suivante lorsque le sol est pauvre en fer. En effet, 
avant d’accéder aux contenus en fer du sol, la graine utilise ses propres stocks de fer qu’elle 
doit être capable de mobiliser efficacement.  
Mécanismes de transfert du fer dans la plante : du sol à la graine 
Nous détaillerons l’état des connaissances actuelles en nous concentrant sur le modèle 
Arabidopsis thaliana qui est l’objet de cette thèse et pour lequel beaucoup de données sont 
disponibles. 
Absorption 
L’acquisition du fer présent dans le sol par les racines est l’un des champs où l’état des 
connaissances est le plus avancé. Deux stratégies sont mises en œuvre par les plantes afin 
d’accéder au fer du sol. Ces stratégies sont communément appelées : stratégies 1 et 2. 
Arabidopsis thaliana, comme les autres dicotylédones et les monocotylédones non-
graminées, utilise la stratégie 1 fondée sur la réduction du fer. Cette stratégie consiste à rendre 
le fer du sol disponible en acidifiant du pH de la rhizosphère par extrusion de protons de la 
surface de l’épiderme racinaire ainsi que via la sécrétion de composés phénoliques et en le 
réduisant en fer ferreux au voisinage de la membrane plasmique des cellules racinaires.  
Lors de la carence en fer, la diminution de pH permet de dissoudre les précipités de  
Fe3+ (Fe(OH)3 + 3H+ ↔ Fe3+ + 3H2O). Cette acidification met en jeu un efflux de protons 
(H+) par des pompes H+-ATPases. Chez Arabidopsis, l’H+-ATPase AtAHA2 joue un rôle 
majeur dans l’acidification de la rhizosphère en réponse à la carence en fer (Santi and 
Schmidt, 2009 et Palmgren, 2001).  
En conditions de carence en fer, la production racinaire de coumarines est augmentée 
par une induction de la voie de biosynthèse des acides phénoliques (Rodríguez-Celma et al., 
Figure 5 : Schéma d’une cellule d’épiderme racinaire illustrant les étapes de la stratégie 1 
d’acquisition du fer : avec les quatre étapes : sécrétion de composés phénoliques, 
acidification, réduction et absorption. 
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2013, Schmidt et al., 2014 et Schmid et al., 2014). Notamment l’expression de la Feruloyl-
CoA 6’-Hydroxylase 1 (F6’H1), une enzyme clef de cette voie, est induite par la carence en 
fer chez Arabidopsis thaliana. Fourcroy et al. (2014) ont mis en évidence l'importance du 
transporteur ABC (ATP-Binding Cassette) PDR9 (Pleiotropic Drug Resistance 9), également 
induit par la carence en fer, dans la sécrétion de ces composés phénoliques chez Arabidopsis 
(Figure 5).  
Le fer ainsi solubilisé est ensuite réduit de fer ferrique en fer ferreux par la réductase 
de chélats ferriques racinaire AtFRO2 (ferrique réductase NADPH dépendante) (Robinson et 
al., 1999, Connolly et al., 2003). Les mutants fro2 ou frd1-1 ne présentent pas d’augmentation 
d’une activité réductase de chélate ferrique en conditions de carence en fer et présentent des 
symptômes de chlorose plus importants que ceux des génotypes sauvages (Yi and Guerinot, 
1996). 
Le fer est enfin transporté au travers de la membrane plasmique sous la forme Fe2+ 
dans la racine via AtIRT1 (Iron Regulated Transporter 1), une protéine appartenant à la 
famille de transporteurs nommée ZIP (ZRT (Zinc Regulated Transporter), IRT-like Protein) 
(Eide et al., 1996, Varotto et al., 2002, Vert et al., 2002). Le mutant irt1-1 présente un 
phénotype nain, chlorotique et stérile qui peut être corrigé par un apport de fer « généreux ». 
AtIRT1 transporte le Fe2+ mais également d’autres métaux sous la forme de cations divalents. 
La faible sélectivité d’AtIRT1 peut s’avérer dangereuse si cette protéine séjourne sur la 
membrane plasmique de manière prolongée ou en trop grande quantité. En effet, le cadmium 
et le fer peuvent se retrouver en compétition pour un transport via AtIRT1 (Eide et al., 1996). 
La localisation de la protéine AtIRT1 a tout d’abord été décrite à la membrane plasmique des 
cellules de l’épiderme et du cortex (Vert et al., 2002). En  2011, Barberon et al. ont démontré 
qu’AtIRT1 a une localisation dynamique entre les endosomes précoces, la membrane 
plasmique et la vacuole permettant de réguler finement la quantité de cette protéine au niveau 
de la membrane plasmique. Le retrait d’AtIRT1 de la membrane plasmique qui aboutit à sa 
dégradation au sein de la vacuole est activé par mono-ubiquitination sur des résidus lysines.  
La figure 5 récapitule les différentes étapes de la réponse à la carence en fer. Les quatre étapes 
(sécrétion de composés phénoliques, acidification, réduction et import) sont induites via 
l’augmentation des transcrits des protéines nécessaires donc par l’intervention de régulateurs 
transcriptionnels. Plusieurs facteurs de transcriptions de la famille des bHLH (basic Helix-
Loop-Helix) ont été impliqués dans les réponses à la carence en fer. AtFIT (FER-like Iron 
Figure 6 : Structure de différents ligands du fer.  
A Structure du citrate coordonné au fer (en violet) dans un complexe 3 citrates : 3 Fe. 
L’oxygène est représenté en rose, le carbone en vert et l’hydrogène en blanc.  
(Tirée de Rellán-Álvarez et al., 2010) 
B Structure de la nicotianamine complexée à un métal (Tirée de Curie et al., 2009) 
C Structure quaternaire de l’apoferritine de graines de pois. Les flèches blanches indiquent les 
domaines terminaux spécifiques des ferritines végétales (Tirée de Briat et al., 1995) 
D Structure du phytate mono-ferrique où le Fe3+ est coordonné par six atomes d’oxygène des 





deficiency Transcription factor, bHLH29) et AtbHLH38/39 régulent de manière majeure la 
réponse d’acquisition, alors que AtPOPEYE (bHLH47) agit au niveau du cylindre central et 
les AtbHLH100/101 dans les parties aériennes (Colangelo and Guerinot, 2004, Yuan et al., 
2008, Long et al., 2010, Sivitz et al., 2012). 
La stratégie 2 rencontrée chez la famille des graminées est fondée sur la sécrétion de 
composés appelés phytosidérophores (molécules de la famille des acides muginéiques) à forte 
affinité pour le fer, qui, en complexe avec le fer rhizosphérique, sont transportés dans la 
racine. Le transporteur responsable de la sécrétion est TOM1 chez le riz ou l’orge (Nozoye et 
al., 2011) et celui qui est responsable de l’absorption des phytosidérophores complexés au fer 
est YS1 chez le maïs (Curie et al., 2001) 
Les ligands du fer dans la plante 
Après son entrée dans la cellule racinaire, le fer est distribué aux différents 
compartiments cellulaires pour être utilisé, stocké ou exporté vers les autres organes de la 
plante. Mais le fer ne circule pas sous forme libre. Il est complexé, ce qui empêche sa 
précipitation ou sa participation à la réaction de Fenton. Nous présenterons ici 5 ligands 
connus  pour complexer le fer dans les plantes (Figure 6). 
Le fer peut être associé au citrate. Intermédiaire du cycle de Krebs, le citrate 
correspond à la condensation d’un oxaloacétate avec un cycle acétylCoA.  Ce composé est 
souvent accumulé dans des plantes carencées en fer (Rellán-Álvarez et al., 2010). 
D’autre part, le fer peut s’associer à la nicotianamine (Rellán-Álvarez et al., 2008). Cet 
acide aminé non protéinogène peut complexer, selon le pH, le Fe2+ ou le Fe3+. Le fer associé à 
la nicotianamine n’est plus disponible pour la réaction de Fenton. La nicotianamine est le 
précurseur des phytosidérophores de la famille DMA (2'-deoxymugineic acid). 
Le fer peut également s’associer au phosphate sous la forme de phytate ou myo 
inositol hexakisphosphate. Le phytate est la principale forme de stockage du phosphate dans 
la graine (Raboy, 2009) où il forme des précipités avec le Ca2+, le Mg2+ et le K+ mais 
également des métaux comme le Fe2+, le Zn2+ et le Mn2+ (Otegui et al., 2002, Bruch et al., 
2015). Cependant ses propriétés de chélation très forte du fer empêchent l’absorption 
intestinale de ce métal et ont conduit à classer cette molécule comme antinutriment dans 
l’alimentation animale. 
Figure 7 : Le transporteur AtFRD3 est impliqué dans la distribution du fer entre les racines et 
les parties aériennes par chargement et déchargement du citrate dans et depuis le xylème 
 
e : endoderme 
p : péricycle 
x : xylème 
pa : parenchyme 
m : cellule du mésophylle 
CS : cadre de Caspari 
 
(Illustrations tirées de Roschzttardtz et al., 2011) 
Racine : chargement du xylème Feuille : déchargement du xylème 
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Au sein des plastes, le fer est stocké en grande quantité sous forme de ferritine. Cette 
protéine multimérique peut piéger jusqu’à 4500 atomes de fer sous forme Fe3+ non toxique et 
rapidement accessible (Bienfait and Van der Briel, 1980, Theil, 1987, Laulhère et al., 1990). 
Les ions métalliques sont utilisés comme cofacteurs de nombreuses protéines (un tiers 
des protéines des cellules eucaryotes et procaryotes). Afin que l’ion métallique parvienne à la 
bonne protéine, au bon endroit, au bon moment, il existe des protéines liant spécifiquement 
des métaux et les délivrant aux enzymes cibles par interaction protéine-protéine (Frey et al., 
2014). Dans les cellules humaines, des protéines d’interaction poly(rC) dites « adaptatrices 
multifonctionnelles » nommées PCBP1 et PCBP2 sont des chaperonnes du fer. Elles facilitent 
notamment l’intégration de ce métal dans la ferritine (Frey et al., 2014). Par ailleurs, il a été 
proposé que la frataxine joue un rôle de chaperonne du fer dans la mitochondrie. La frataxine 
serait responsable de la protection des clusters [4Fe-4S]2+ et activerait l’activité enzymatique 
de l’aconitase (Bulteau et al., 2004). Initialement identifiée chez l’homme car des mutations 
dans le gène qui la code causent des maladies génétiques graves, la frataxine, a des 
homologues chez la levure et chez les plantes (Bencze et al., 2006). Par contre, les génomes 
végétaux ne contiennent pas d’homologues de PCBP et la présence de ce type de chaperonne 
n’est que suspectée chez les plantes. 
Transport longue distance : des racines aux parties aériennes 
Après son entrée dans les cellules épidermiques via AtIRT1, le fer rejoint le xylème 
racinaire en cheminant des cellules de l’épiderme jusqu’au péricycle par voie symplastique 
(continuum intracellulaire crée par les plasmodesmes), peut-être par diffusion le long d’un 
gradient de concentration (Marschner, 1995). Le mouvement vers les parties apicales est 
permis par le flux transpiratoire (Morrissey and Guerinot, 2009). Au sein du xylème, le fer est 
associé au citrate sous forme de fer ferrique. Le pH acide du xylème permet l’existence du 
complexe citrate-Fe3+ de manière stable (Roschzttardtz et al., 2011). Le transporteur AtFRD3 
(Ferric Reductase Defective 3) appartenant à la famille de transporteurs MATE (Multidrug 
And Taxin Extrusion) (Figure 7) permet l’efflux de citrate vers le xylème et la solubilisation 
du fer dans l’apoplasme autour des tissus vasculaires (Durett et al., 2007, Roschzttardtz et al., 
2011). Chez les mutants frd3, le fer s’accumule sous forme de précipités dans les parois et les 
réponses à la carence en fer sont constitutivement activées (Rogers and Guerinot, 2002, Green 




Les mécanismes permettant le chargement du fer dans le xylème ne sont pas encore 
complètement élucidés. Sur la base du patron d’expression limité au cylindre central et de sa 
localisation à la membrane plasmique, Morrissey et al. (2009) ont proposé que le transporteur 
AtIREG1/FPN1 (Iron Regulated 1/Ferroportin1) homologue de la ferroportine impliquée dans 
le transport du fer chez les mammifères joue un rôle dans l’efflux de fer vers le xylème. 
Cependant, à la différence du mutant frd3, le mutant fpn1 ne montre pas de symptôme de 
carence en fer. Ceci indique l’existence d’autres mécanismes permettant le chargement du fer 
dans le xylème. 
Distribution dans les tissus 
Le transport à longue distance par le xylème permet au fer d’atteindre les organes 
chlorophylliens. Les cellules photosynthétiques ont des besoins particulièrement élevés en fer 
notamment au niveau des chloroplastes qui participent à la synthèse des hèmes et des clusters 
fer-soufre et surtout abritent la chaîne de transfert d’électrons photosynthétique.  
L’étude des plantes dépourvues de nicotianamine a montré un rôle important de la 
nicotianamine dans la distribution latérale du fer au sein des feuilles. En effet, le mutant de 
tomate chloronerva, les tabacs transgéniques surexprimant la nicotianamine amino transférase 
(NAAT) et les triple et quadruple mutants de nicotianamine synthase (NAS) d’Arabidopsis 
montrent des phénotypes de chlorose internervaire très marqués (Ling et al., 1999, Takahashi 
et al., 2003, Klatte et al., 2009, Schuler et al., 2012). Il a été proposé que le transporteur 
AtYSL2, capable de transporter les complexes fer-nicotianamine, soit impliqué dans la sortie 
du fer depuis le xylème permettant ainsi sa distribution latérale aux cellules voisines 
(DiDonato et al., 2004, Schaaf et al., 2005).  
Il est admis que l'entrée du fer dans les cellules des organes aériens se fait par un 
mécanisme similaire à son absorption au niveau des racines -soit en deux étapes-: réduction et 
influx de fer ferreux. En faveur de ce modèle, une réductase ferrique NADPH dépendante 
AtFRO6 est fortement exprimée dans les feuilles (Mukherjee et al., 2006). Sa capacité à 
réduire le fer foliaire a été démontrée par surexpression dans les feuilles de tabac (Li et al., 
2011). Cependant son expression n'est pas dépendante du statut de carence ou suffisance en 
fer de la plante (Mukherjee et al., 2006). Le transporteur AtIRT3 capable de transporter à la 
fois le zinc et le fer et localisé à la membrane plasmique a été proposé comme candidat pour 





Distribution intracellulaire  
Dans les cellules de feuilles d’Arabidopsis, photosynthétiquement actives, plus de 
90% du fer est contenu dans les chloroplastes et environ 35% du fer chloroplastique est 
associé aux thylakoïdes dont environ la moitié est sous forme de clusters 4Fe-4S dans le 
photosystème I (Abdel-Ghany et al., 2005, Shingles et al., 2002). Cette partie se focalisera sur 
les mécanismes permettant la régulation du contenu en fer des chloroplastes, même s’il est 
clair que des systèmes permettant la distribution du fer aux autres organites ont aussi leur 
importance. 
Les mécanismes permettant l'entrée de fer dans le chloroplaste ne sont à ce jour pas 
totalement élucidés. Avant son entrée dans les plastes, le fer serait réduit par une réductase. 
En faveur de ce modèle, AtFRO7, une réductase ferrique NADPH-dépendante homologue 
d’AtFRO2 et AtFRO6, est localisée dans les enveloppes des chloroplastes. Les chloroplastes 
du mutant fro7 ont une activité de réduction du fer diminuée et un contenu en fer réduit. Sur 
milieu carencé, ce mutant présente une chlorose (Jeong et al., 2008).  
Plusieurs candidats ont été proposés pour permettre l’entrée du fer dans le 
chloroplaste. La perméase PIC1 (Permease in the Innner enveloppe of the Chloroplast 1) est 
localisée dans l’enveloppe des chloroplastes et montre une activité de transport de fer 
lorsqu’elle est exprimée chez la levure. En accord avec le rôle proposé de PIC1, le mutant 
pic1 présente un défaut de formation des chloroplastes, un nanisme extrême et une très forte 
chlorose. Les surexpresseurs de PIC1 accumulent plus de fer dans leurs chloroplastes (Duy et 
al., 2007, 2013). PIC1 fonctionnerait en association avec la protéine NiCo (transporteur 
putatif de nickel et de cobalt) sur la membrane interne du chloroplaste (Duy et al., 2011).  
Par ailleurs, il a également été proposé que le transporteur AtNAP14 (Non-intrinsic 
ABC Protein 14), identifié par homologie avec un transporteur cyanobactérie (FutC), participe 
à l’import de fer au sein du chloroplaste. AtNAP14 est localisée dans les chloroplastes 
(Shimoni-Shoor et al., 2010). Comme le mutant pic1, le mutant nap14 est nain, présente un 
défaut de formation des chloroplastes, est totalement dépourvu de chlorophylle et accumule le 
fer dans les parties aériennes (Shimoni-Shoor et al., 2010). 
Enfin, AtMAR1 (Multiple Antibiotic Resistance 1) a aussi été proposé comme porte 




qui est impliquée dans le transport du fer chez les mammifères et est localisée dans les 
membranes des chloroplastes. Elle a initialement été identifiée dans un crible de résistance à 
des antibiotiques agissant dans les plastes. En accord avec le rôle de AtMAR1 dans le 
transport chloroplastique du fer, le mutant mar1 est légèrement chlorotique et ce phénotype 
peut être atténué par l’ajout de fer dans le milieu (Conte et al., 2009). 
Le contenu en fer des chloroplastes peut également être contrôlé par l’efflux de ce 
métal. AtYSL6, un transporteur putatif de complexe fer-nicotianamine, est localisé à 
l’enveloppe chloroplastique (Divol et al., 2013). Les protéines YSL (Yellow Stripe-like) sont 
les homologues de YS1 (Yellow Stripe 1), transporteur du complexe Fe(III)-phytosidérophore 
chez le maïs. AtYSL6 et son homologue AtYSL4 sont induits par l’excès de fer et agissent de 
concert afin de prévenir une suraccumulation du fer au sein de chloroplastes (Divol et al., 
2013). En effet, le contenu en fer chloroplastique est plus élevé chez le double mutant ysl4ysl6 
ce qui se traduit par une hypersensibilité de ce mutant à l’excès de fer. En désaccord avec ces 
données, Conte et al. en 2013 ont publié des localisations tonoplastiques de AtYSL4 et 
AtYSL6 et une hypersensibilité du double mutant à l’excès de manganèse. 
Mobilisation des organes sources vers les organes puits 
Depuis les organes sources que sont les feuilles vers des organes puits, le mouvement 
du fer se fait via le phloème sous forme de complexe avec la nicotianamine. Les propriétés de 
chélation du fer par la nicotianamine sont maximales à pH neutre ou alcalin ce qui correspond 
aux conditions rencontrées dans le phloème. De nombreux arguments indiquent que ce 
processus fait intervenir des transporteurs de type YSL appartement à la famille OPT 
(OligoPeptide Transporteur).  
Le quadruple mutant nas4x-2 où les 4 gènes d’Arabidopsis codant pour les NAS sont 
interrompus présente une accumulation du fer dans le phloème suggérant que la 
nicotianamine est requise pour la mobilisation du fer phloèmien plutôt que pour le 
mouvement du xylème vers le phloème (Schuler et al., 2012). Chez ce même quadruple 
mutant nas4x-2, la quantité de fer dans les graines est diminuée (Klatte et al., 2009). 
AtYSL1, AtYSL2 et AtYSL3 jouent des rôles dans le transport à longue distance du 
fer et d’autres métaux. Elles sont impliquées dans le transport de la nicotianamine (NA) seule 
ou des complexes métal-nicotianamine (Schaaf et al., 2004, DiDonato et al., 2004, Curie et 
al., 2009). Ces transporteurs sont localisés sur la membrane plasmique (Curie et al., 2009). 
Figure 8 : Le transporteur AtOPT3 est impliqué dans la distribution du fer à l’embryon 
Coloration du Fe3+ à l’aide de la coloration Perl’s chez le WT et le mutant opt3-2  
(Tirée de Stacey et al., 2008) 
Col0 opt3-2 
Figure 9 : Les tissus vasculaires maternels sont interrompus à l’extrémité du funicule et ne 
sont pas connectés à l’embryon en développement. Le phloème maternel est visualisé grâce 
au gène rapporteur GUS de la construction PromoteurOPT3::GUS  dans la silique et les 
funicules. 
Fun = funicule 
Barre d’échelle = 0,5 mm 
(Tirée de Stacey et al., 2002) 
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Leur expression dans les tissus vasculaires suggère qu’ils pourraient permettre l’influx de 
métaux dans les cellules compagnes du phloème et dans les cellules des parenchymes 
adjacents, et l’efflux hors du xylème. Chez le mutant ysl1 et le double mutant ysl1ysl3, les 
concentrations en fer, en zinc et en cuivre dans les feuilles et les graines sont diminuées. Ces 
phénotypes sont symptomatiques d’un défaut de remobilisation des métaux durant la 
sénescence foliaire (Le Jean et al., 2005, Waters et al., 2006, Waters and Grusak, 2008, Chu 
et al., 2010). Ainsi AtYSL1 et AtYSL3 sont deux transporteurs membranaires impliqués dans 
la remobilisation du fer vers les graines. 
Il a été proposé que le transporteur AtOPT3 participe à l’import du fer dans la graine 
(Stacey et al., 2008). OPT3 est localisé sur la membrane plasmique et son expression permet 
de restaurer la croissance chez le mutant de levure Δfet3fet4 affecté dans l’absorption du fer 
(Zhai et al., 2014). Le substrat transporté par AtOPT3 reste inconnu. Cependant son 
appartenance à la même famille que les YSL laisse penser qu’AtOPT3 pourrait transporter du 
fer sous forme complexé. Une perte de fonction complète du gène AtOPT3 (mutant opt3-1) 
provoque une létalité embryonnaire (Stacey et al., 2002). Chez le mutant opt3-2 qui présente 
une réduction d’expression résultant de l’insertion de l’ADN-T dans la région promotrice, la 
quantité de fer dans les graines est réduite (Stacey et al., 2008). Le gène AtOPT3 est activé en 
conditions de carence en fer (Stacey et al., 2002, 2006). De plus, chez le mutant opt3-2, les 
systèmes racinaires de réduction (AtFRO2) et d’import (AtIRT1) sont constitutivement activés 
alors que de fortes quantités de fer sont accumulées dans les feuilles suggérant une fonction 
dans la signalisation de la carence en fer (Stacey et al., 2008). Des données récentes montrent 
qu’AtOPT3 est impliqué dans le chargement du fer dans le phloème et facilite la recirculation 
du fer du xylème au phloème (Zhai et al., 2014, Mendoza-Cózatl et al., 2014). En accord avec 
un rôle dans le déchargement du fer du phloème, le fer s’accumule dans les tissus vasculaires 
de la silique chez le mutant opt3-2 (Figure 8). Cette fonction pourrait rendre compte des 
phénotypes du mutant opt3-2 en altérant la remobilisation du fer vers les graines et en 
empêchant la recirculation vers les racines de complexes de fer jouant un rôle de signalisation 
dans la carence en fer (Stacey et al., 2008, Garcia et al., 2013). 
Entrée dans la graine 
La graine est l’un des organes puits les plus importants de la plante. Elle est composée 
de l’embryon, de l’albumen (tissus issus de la fécondation) et des téguments (tissus 
maternels). Chez Arabidopsis thaliana, la graine est dite exalbuminée : l’albumen qui contient 
Figure 10 : Alimentation en fer 
de l’embryon d’Arabidopsis au 
cours de son développement. 
A Au stade embryon globulaire 
B Au stade  embryon mature 
Les transporteurs impliqués 
sont représentés et annotés 
Fe2+ 
Fe2+ 
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l’essentiel des réserves chez les graines d’autres espèces est consommé au cours de la 
formation de la graine et l’organe de stockage des réserves devient l’embryon lui-même et ses 
cotylédons. La croissance de l’embryon se déroule en même temps que l’entrée des 
nutriments. Le fer y est alors stocké sous une forme stable et mobilisable durant la 
germination.  
Le fer de la graine d’Arabidopsis peut avoir deux provenances : l’absorption à partir 
de la racine pendant la formation de la graine et la remobilisation à partir des feuilles 
sénescentes. Les contributions relatives de ces deux voies ont été estimées par Waters and 
Grusak en 2008. Ainsi 60-70% du fer de la graine proviendrait du xylème donc de 
l’acquisition racinaire alors que les 30-40% restants sont issus de la remobilisation à partir des 
organes sources (voir «Mobilisation des organes sources vers les organes puits »).  
Le transport des nutriments jusqu’aux embryons en développement est un processus 
dont on ne connaît pas encore toutes les étapes moléculaires. Il doit comporter des influx et 
efflux au travers de membranes plasmiques vu qu’il n’y a pas de connexion vasculaire entre 
l’embryon et les tissus maternels. Seuls les tissus maternels composant la graine, les 
téguments, sont connectés aux systèmes vasculaires de la plante mère. Le contexte de la 
silique fait cependant que les graines et leurs téguments se trouvent à proximité de vaisseaux 
conducteurs au niveau du funicule (Figure 9) donc à la fois du xylème et du  phloème, sans y 
être directement reliés. Ainsi, afin de rejoindre l’albumen puis l’embryon, les nutriments 
doivent être déchargés du phloème dans les téguments. Ce stock tégumentaire rejoint ensuite 
l’albumen puis sera absorbé par les tissus filiaux (Walker and Waters, 2011). 
Les mécanismes permettant l’acquisition du fer par l’embryon commencent juste à être 
mis en évidence. Dans le liquide du sac embryonnaire de la graine de pois en développement 
à partir duquel le fer est absorbé par l’embryon, le fer est présent sous forme de complexes 
Fe(III)-citrate et Fe(III)-malate (Grillet et al., 2013). Cela suggère qu’il existe une étape de 
réduction du fer précédant son absorption par l’embryon. Grillet et al. (2013) ont montré que 
cette étape de réduction est réalisée par l’ascorbate sécrété par l’embryon (Figure 10). En 
effet, les embryons de pois ou d’Arabidopsis isolés ont une forte capacité de réduction 
ferrique assurée par un efflux d’ascorbate. En accord avec ce mécanisme, les mutants vtc2 et 
vtc5 (pour vitamin c), déficients dans une des dernières étapes de la voie de biosynthèse de 
l’ascorbate, présentent une activité de réduction réduite et des contenus en fer diminués dans 
la graine. Le transporteur responsable de l’efflux d’ascorbate par l’embryon et le transporteur 
Figure 11 : Patron d’expression du gène AtVIT1 mise en évidence par coloration GUS (A, B et 
D) et par imagerie de la fluorescence de «ImaGene Green™ C12FDGlcU» (C).  Les barres 
d’échelle représentent 100 µm (A, B, C) et 1 mm (D). (Images tirées de Kim et al., 2006) 
Promoteur AtVIT1:: GUS 
Figure 12 : Répartition du fer dans les embryons du mutant vit1-1 en comparaison avec le 
sauvage. 
A Coupes issues des microtomographies en fluorescence X des embryons de Col0 et vit1-1 
avec en rouge, le zinc, en vert, le manganèse et en bleu, le fer (soit une co-localisation du fer et 
du zinc pour le violet, et une co-localisation du fer et du manganèse pour le bleu clair). (Tirées 
de Kim et al., 2006) 
B Couples d’embryons de Col0 et de vit1-1 colorés au Perls/DAB : vue de l’embryon entier en 
coupe longitudinale en B1 et B3 (barre d’échelle : 50 µM) et de la radicule en coupe 
transversale en B2 et en couple longitudinale en B4 (barre d’échelle : 20 µm).  
(Tirées de Roschzttardtz et al., 2009) 
Col0 vit1-1 
Coupes tomographiques de 
fluorescence X 
Coupes colorées au Perls/DAB 
A B 






d’entrée du Fe(II) dans l’embryon restent à identifier. L’analyse de la spéciation du fer dans le 
liquide de son sac embryonnaire indique que le fer est fourni sous forme de complexe avec du 
malate et du citrate. Le transporteur FRD3 (voir « Transport longue distance : des racines aux 
parties aériennes ») est exprimé dans les couches cellulaires externes de l’embryon et des 
téguments faisant face au milieu entourant l’embryon en développement (Roschzttardtz et al., 
2011). Ce patron d’expressions suggère que FRD3 pourrait être responsable de l’efflux de 
citrate nécessaire à la complexation du fer dans l’albumen (Figure 10). En revanche, aucune 
donnée n’est disponible concernant le mécanisme d’efflux de malate vers l’albumen. Un canal 
ionique de la famille ALMT (Aluminium-activated Malate Transporter) pourrait être impliqué 
(Barbier-Brygoo et al., 2011).  
Stockage dans la graine 
Les stocks de fer ne sont pas répartis de manière homogène dans l’embryon chez 
Arabidopsis (Kim et al., 2006, Roschzttardtz et al., 2009, Ramos et al., 2013), chez le riz 
(Johnson et al.,  2011, Takahashi et al., 2009), ou encore chez le haricot (Cvitanich et al., 
2010). 
Au sein de l’embryon, le fer peut être stocké dans les plastes sous la forme de 
complexe avec la ferritine. Chez le pois, la ferritine est la forme principale de stockage du fer 
au stade graine (Lobréaux and Briat,1991, Marentes and Grusak, 1998). Chez Arabidopsis, le 
seul gène de ferritine exprimé au cours de la formation de la graine est AtFER2. La protéine 
AtFER2 s’accumule dans les graines matures une fois que la silique a atteint son contenu en 
fer maximal (Ravet et al., 2009b). Néanmoins, l’étude du mutant perte de fonction fer2 
indique que 5% au plus du contenu total en fer de la graine d’Arabidopsis est associé à la 
ferritine AtFER2 (Ravet et al., 2009a).  
Le fer peut aussi être stocké dans la vacuole. Ainsi la majorité du fer serait associé au 
phytate sous forme de précipités vacuolaires dans des compartiments vacuolaires nommés 
globoïdes (comme chez le blé, Lott and Spizer, 1980). L’étude du mutant nramp3nramp4 
affecté dans la mobilisation du fer vacuolaire (voir «Utilisation du fer lors de la 
germination ») indique qu’il constitue le principal stock de fer de la graine chez Arabidopsis 
(Lanquar et al., 2005). 
Le gène AtVIT1 code un transporteur permettant l’entrée de fer cytoplasmique dans les 
vacuoles (Figure 11, Kim et al., 2006, voir l’encart « Protéines de la famille VIT1 : les 




Figure 13 : Patrons d’expression des gènes AtNRAMP3 et AtNRAMP4 mise en évidence par 
coloration GUS.  
Les plantules se développent sur un milieu carencé en fer (contenant 100 µM de ferrozine) et 
sont observées à 1, 2 et 3 jours après semis. Les barres d’échelle représentent 0,5 mm pour les 
images prises à 1 jour, 1 mm pour celles à 2 jours et 3 mm pour celles à 3 jours. (Images tirées 
de Lanquar et al., 2005) 
Figure 14 : Mobilisation des réserves en fer dans l’embryon. 
Réserves de fer vacuolaire au sein de globoïdes et en fer chloroplastique associé à la ferritine 2 
mobilisées par les transporteurs NRAMP3, NRAMP4 et YSL6 









VTL »). L’expression du gène AtVIT1 est maximale lors de la formation de la graine (Winter 
et al., 2007) et focalisée au niveau des cellules périvasculaires chez l’embryon mature (Figure 
11). Les embryons du mutant perte de fonction vit1-1 présentent une altération de la 
distribution du fer. Alors que chez un embryon sauvage, le fer est concentré dans les cellules 
entourant les faisceaux provasculaires. Le fer est localisé dans les cellules épidermiques de 
l’axe embryonnaire et de la face abaxiale des cotylédons chez vit1-1 (Kim et al., 2006, 
Roschzttardtz et al., 2009, Figure 12). Lorsqu’on le fait germer sur un sol alcalin où le fer est 
faiblement disponible, le mutant vit1-1 présente une forte chlorose et un défaut de croissance, 
ce qui indique que la localisation du fer autour des tissus vasculaires chez le type sauvage est 
importante pour une mobilisation optimale des réserves de fer (Kim et al., 2006). La 
localisation subcellulaire du fer dans les cellules sous épidermiques du mutant vit1-1 reste à 
déterminer. La coloration histologique du fer par la méthode de Perls/DAB suggère qu’il 
pourrait être aussi accumulé dans la vacuole dans le contexte mutant vit1-1 (Roschzttardtz et 
al., 2009) . 
Les stocks de fer associés à la ferritine et ceux de la vacuole ne sont pas indépendants. 
Si le stockage vacuolaire est favorisé, chez les surexpresseurs de VIT1 et chez le mutant 
nramp3nramp4, la quantité de protéine AtFER2 est diminuée (Ravet et al., 2009b). 
Utilisation du fer lors de la germination 
Lors de la germination sur un substrat pauvre en fer, les stocks de la graine doivent 
être mobilisés pour assurer le développement de la jeune plantule et la mise en place de 
l’appareil photosynthétique. Les gènes AtNRAMP3 et AtNRAMP4 (Natural Resistance 
Associated Macrophage Protein) codent pour deux transporteurs impliqués dans la sortie des 
cations métalliques divalents et notamment de Fe2+, depuis la vacuole vers le cytosol (Nevo et 
Nelson, 2006, Thomine et al., 2003, voir l’encart « Protéines de la famille NRAMP »). 
AtNRAMP3 et AtNRAMP4 sont exprimés tout au long du cycle de développement 
d’Arabidopsis. Néanmoins, leur expression est maximale dans la graine mature et dans la 
graine sèche imbibée (Figure 13, Lanquar et al., 2005, Winter et al., 2007). Les simples 
mutants nramp3 et nramp4 ne présentent pas de phénotype par rapport au sauvage. Par contre, 
le double mutant nramp3nramp4 présente une forte chlorose combinée à un arrêt 
développemental, liée à l’absence de remobilisation du fer stocké dans les vacuoles de 
l’embryon mature lors de sa germination sur un milieu pauvre en fer (Lanquar et al., 2005). 
Les protéines AtNRAMP3 et AtNRAMP4 fonctionnent donc de manière redondante (Figure 
Figure 15 : Exemple de biofortication par transformation génétique. 
Contenu en fer dans les graines de riz non transformées (N4)/transformées avec la ferritine de 
soja (Fk1) 
Histogrammes blancs : embryons, histogrammes noirs : albumen 
(Données tirées de Goto et al., 1999) 
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14). Le rôle de la ferritine lors de la germination reste à clarifier. Les données disponibles 
suggèrent un rôle dans la tolérance au stress oxydatif (Ravet et al., 2009a). 
La mobilisation des stocks de fer vacuolaire pendant la germination est dépendant du 
fer chloroplastique. En effet, chez le mutant ysl4ysl6 chez lequel la sortie du fer du 
chloroplaste est bloquée, l’expression d’AtNRAMP3 et AtNRAMP4 est fortement inhibée 
(Divot et al., 2013, Figure 14). De ce fait, le mutant ysl4ysl6 mime le phénotype du mutant 
nramp3nramp4 lorsqu’il germe sur un milieu pauvre en fer. 
Utilisation des connaissances sur l’homéostasie du fer pour la biofortification  
La biofortification peut s’appuyer sur les différences variétales existantes et les 
approches d’amélioration variétale classique par croisements (pour une revue détaillée voir 
Welch and Graham, 2004). Mais les connaissances acquises sur l’homéostasie du fer ont 
également permis de mettre en œuvre des approches fondées sur la construction de plantes 
génétiquement modifiées.  
Les premières tentatives ont exploité les propriétés de stockage de la ferritine. Le 
contenu en fer de graines de riz a pu être augmenté d’un facteur 2 ou 3 en exprimant la 
ferritine de soja ou la ferritine de soja sous le contrôle d’un promoteur spécifique à 
l’endosperme (Goto et al., 1999, Lucca et al., 2001) (Figure 15). D’autres approches ont visé 
à augmenter la quantité de nicotianamine soit en en augmentant sa synthèse, soit en réduisant 
sa transformation en acides muginéiques, ou encore en modifiant son transport. Ainsi en 
surexprimant le gène responsable de la synthèse de la nicotianamine de l’orge (HvNAS1), les 
contenus en fer et en nicotianamine dans les graines de riz sont augmentés (Masuda et al., 
2009). De même l’activation de la nicotianamine synthase 2 de riz par activation-tagging 
permet d’augmenter fortement la concentration et la biodisponibilité du fer dans le grain de 
riz (Lee et al., 2009). La comparaison des trois gènes de riz OsNAS1, OsNAS2 et OsNAS3 a 
permis d’identifier OsNAS2 comme le plus efficace pour augmenter les quantités de fer dans 
l’endosperme (Johnson et al., 2011). La Nicotianamine Amino Transférase (NAAT) catalyse 
la conversion de la nicotianamine en acides muginéiques. Une mutation causant une perte de 
fonction du gène codant NAAT chez le riz provoque également l’augmentation de la 
concentration en fer dans les graines (Cheng et al., 2007).  
Pour finir, en combinant des transgènes avec les gènes de ferritines du soja, de la 
nicotianamine synthase du riz sous le contrôle de promoteurs constitutifs, ubiquitaires ou 
Figure 16 : Arbre phylogénétique des protéines VTL et homologues d’Arabidopsis (AtVIT1, 
AtVTL1, AtVTL2, AtVTL3, AtVTL4, AtVTL5), de riz (OsVIT1.1, OsVIT1.2), de la tulipe 
(TgVIT1), du soja (GmNODULIN21), du lotier (LjSEN1), du bleuet (CcVIT1) et de la levure 
(ScCCC1p). 
Protéines de la famille VIT1 : les VTL 
La fonction de la protéine VIT1 dans le stockage du fer au sein de l’embryon d’Arabidopsis 
thaliana a été mise en évidence par Kim et al. en 2006. La protéine AtVIT1 présente une forte 
homologie avec le transporteur de levure ScCCC1 assurant la fonction d’import du fer 
cytoplasmique dans la vacuole des cellules de levure. Par homologie de séquence, six autres 
protéines formant une famille multigénique ont été identifiées dans le génome de la plante 
modèle Arabidopsis et certains gènes de cette famille sont régulés par la disponibilité en fer.  
En effet, 3 gènes At1g21140, At1g76800 et At3g25190, initialement annotés comme « nodulin, 
putative » puis comme CCC1-like sont réprimés en conditions de carence en fer dans la racine 
(Schmidt and Buckhout, 2011, Gollhofer et al.,2011). 
Ces protéines contenant un domaine CCC1-like ont ensuite été nommées VTL pour Vacuolar 
Iron Transporter1-Like. Ainsi, chez Arabidopsis,  les 6 membres de la famille sont AtVIT1 
(At2g01770), AtVTL1 (At1g21140, antérieurement nommé CCC1-like1), AtVTL2 
(At1g76800, précédemment CCC1-like2), AtVTL5 (At3g25190, auparavant CCC1-like3), et 
AtVTL3 (At3g43630 ou nodulin-like3 ou CCC1-like4) et AtVTL4 (At3g4660 ou CCC1-like5) 
(Figure 16). L’activité de transport de fer d’AtVTL1, AtVTL2 et AtVTL5 a été testé par 
expression dans la souche mutante Δccc1. Seul AtVTL1 est capable de complémenter 
l’hypersensibilité à l’excès de fer de la souche Δccc1 (Gollhofer et al., 2014). 
Des protéines homologues à ScCCC1 et AtVIT1 sont présentes dans le génome de nombreuses 
espèces végétales. Ainsi, les deux homologues chez le riz, OsVIT1, OsVIT2, un homologue 
chez la tulipe, TgVIT1, et un homologue chez le bleuet, CcVIT1, sont capables de 
complémenter le défaut de croissance de la souche Δccc1 en conditions d’excès de fer (Zhang 
et al., 2012, Momonoi et al., 2009, Yoshida and Negishi, 2013).  
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spécifiques de la graine, les grains polis atteignent des concentrations en fer jusqu’à sept fois 
supérieures (Masuda et al., 2013, Masuda et al., 2012, Lee et al., 2009, Lee et al., 2012). 
Ces résultats ont été obtenus chez le riz, l'une des plantes cultivées choisies pour cette 
stratégie car son contenu en fer est souvent limitant pour la nutrition humaine. D'autres 
équipes de recherche mettent en œuvre des approches similaires chez le blé ou encore le maïs 





Protéines de la famille NRAMP 
La famille NRAMP (Natural Resistance Associated Macrophage Protein) regroupe des 
protéines membranaires (généralement 10 à 12 domaines transmembranaires prédits) 
conservées au cours de l’évolution. Nous nous concentrons sur les NRAMP présents dans le 
règne végétal et plus spécifiquement chez Arabidopsis thaliana. D’abord identifiées chez le 
riz (Belouchi et al., 1995), des séquences codantes pour des NRAMP ont ensuite été 
découvertes chez toutes les espèces végétales. Comme cela est la cas chez les homologues 
chez la levure où SMF1 et SMF2 jouent des rôles centraux dans le transport du manganèse et 
chez les mammifères où DMT1 joue un rôle essentiel dans le transport et le recyclage du fer, 
les homologues végétaux des NRAMP sont impliqués dans le transport des métaux. 
Récemment, la détermination de la structure de la protéine DMT de Staphylococcus capitis 
par cristallographie a permis l’identification des acides aminés responsables de la coordination 
des ions métalliques dans les protéines NRAMP (Ehrnstorfer et al., 2014). Chez Arabidopsis, 
six membres ont été identifiés, auxquels s’ajoute EIN2 (Ethylene Insensitive 2) dont seule la 
partie N terminale possède une homologie avec les NRAMP. Les NRAMP végétaux forment 
deux groupes phylogénétiques : le clade I contenant AtNRAMP1 et AtNRAMP6 et le clade II 
qui comprend AtNRAMP2, AtNRAMP3, AtNRAMP4 et AtNRAMP5. Leur capacité à 
transporter le Mn, le Fe, le Zn et le Cd a été démontrée par les études en levure et in planta 
(Curie et al., 2000, Thomine et al., 2000, Thomine et al., 2003, Lanquar et al., 2004, Cailliatte 
et al., 2009, Cailliatte et al., 2010). AtNRAMP1 est localisé à la membrane plasmique et est 
exprimé principalement dans la racine. Il permet l’absorption du Mn par la racine lorsque ce 
métal est présent à faible concentration (Curie et al., 2000, Cailliatte et al., 2010). 
AtNRAMP2 est capable de transporter le Mn à partir de compartiments intracellulaires restant 
à identifier (Cailliatte, 2008). AtNRAMP3 et AtNRAMP4 fonctionnent de manière redondante 
sur le tonoplaste et permettent l’efflux de métaux divalents vers le cytoplasme (Thomine et 
al., 2003, Lanquar et al., 2005, Lanquar et al., 2010, Molins et al., 2013). AtNRAMP1, 3 et 4 
font partie des gènes induits lors d’une carence en fer. AtNRAMP5 est spécifiquement exprimé 
dans le pollen. AtNRAMP6 est exprimé dans les tissus conducteurs mais également, selon les 
données de transcriptomique, dans les cellules de garde (Obulareddy et al., 2013) et est 
localisé dans des compartiments intracellulaires encore non identifiés (Cailliatte et al., 2009).  
Figure 17 : Arbre phylogénétique des protéines NRAMP et 
homologues d’Arabidopsis, de riz, de la tomate, de la levure, de 
Staphylococcus capitis et d’homme. 
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Objectifs de la thèse 
Malgré les progrès réalisés ces 20 dernières années, de nombreuses questions 
concernant l’homéostasie du fer dans la plante restent en suspens et de nombreux acteurs 
moléculaires restent à découvrir. 
Parmi celles-ci, certaines concernent la mise en place des réserves dans la graine, un 
processus crucial pour la biofortification : comment le fer est-il transféré de la plante mère à 
l’embryon ? Une fois le fer dans l’embryon, quels sont les mécanismes de transport qui 
permettent sa circulation et sa concentration dans certaines cellules en amont de VIT1 ? Est-
ce que le stockage dans les vacuoles confère un avantage  et en particulier dans celles des 
cellules entourant les faisceaux conducteurs? Par quels mécanismes les fonctions de transport 
de la plante mère sont coordonnées à la demande de l’embryon en développement ?  
Ainsi, l’objectif de cette thèse est la mise en évidence de gènes impliqués dans le 
stockage et la biodisponibilité du fer dans la graine chez Arabidopsis. 
Afin de mieux comprendre les mécanismes complexes régissant le chargement et la 
remobilisation du fer dans les graines, ce travail de thèse a utilisé une stratégie de recherche 
de mutations suppresseurs des phénotypes du double mutant nramp3nramp4 à l'aide d'une 
population mutagénisée à l'EMS. L’arrêt développemental précoce et la chlorose extrême 
affectant le mutant nramp3nramp4 lorsqu’il germe sur milieu pauvre permet la sélection 
efficace de suppresseurs dans de grandes populations. AtNRAMP3 et AtNRAMP4 sont 
essentiels à la mobilisation du fer vacuolaire lors du développement de la plantule 
d’Arabidopsis. Il paraissait donc raisonnable d’espérer que certaines des mutations 
sélectionnées affecteraient le stockage du fer dans la vacuole et favoriseraient son 
accumulation dans un autre organite ou dans d’autres tissus de la graine. 
Néanmoins, nous étions conscients que le contournement du stockage vacuolaire 
n’était pas le seul mécanisme de suppression possible. Par exemple, on peut s’attendre à 
identifier aussi des mutations restaurant la sortie du fer vacuolaire soit en modifiant la 
sélectivité d’un transporteur de la membrane vacuolaire pour la rendre perméable au fer, soit 





Une approche génétique sans a priori peut aussi révéler des mécanismes de 
suppression originaux que nous n’avons pas imaginés et apporter un nouveau point de vue sur 






MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 
1. Matériel 
1.1. Souches de levures 
1.1.a. Génotypes 
Les souches de levure Saccharomyces cerevisae sauvage DY150 (MATa; ura3-53, 
leu2-3,112, trp1-1, his3-11, ade2-1, can1-100(oc)) et mutante Δccc1 (MATa; ura3, leu2, trp1, 
his3, ade2, can1, Δccc1::HIS3) ont été utilisées pour le test de complémentation par AtVIT1 
et sa version mutante (Li et al., 2001, Kim et al., 2006). 
1.1.b. Milieux et conditions de cultures 
Les levures sont cultivées sur milieu SD (Synthetic Defined medium, YNB 0,67 % 
(Sigma, Saint-Louis, MO), glucose 2% [m/v], MES 50 mM, adénine 20 mg/L, arginine 20 
mg/L, histidine 20 mg/L, isoleucine 30 mg/L, leucine 100 mg/L, lysine 30 mg/L, méthionine 
20 mg/L, phénylalanine 50 mg/L, thréonine 200 mg/L, tryptophane 20 mg/L, tyrosine 30 
mg/L, uracile 20 mg/L et valine 150 mg/L ; et bacto-agar 2% (Difco, BD, Franklin Lakes, NJ) 
pour un milieu solide). Un milieu SD dépourvu d’histidine et d’uracile est utilisé pour la 
sélection des souches  Δccc1 présentant le vecteur. Pour le test de complémentation en goutte 
des différentes versions du transporteur AtVIT1, le milieu SD dépourvu en uracile est 
complémenté ou non avec du FeSO4 aux concentrations indiquées. La concentration en 
adénine dans le milieu peut être augmentée afin d'éviter la coloration rouge des levures     
(200 mg/L ont été utilisé dans notre cas).  
Les levures sont cultivées à 30°C (agitation à 130 rpm pour les milieux liquides). La densité 
optique est mesurée par spectrophotométrie à 600 nm. Une DO 600 nm = 1 correspond à environ 
2.107 levures par mL. 
1.2. Matériel végétal 
1.2.a. Génotypes étudiés 
Les mutants nramp3nramp4 et vit1-1 ont été décrits précédemment (Ravet et al., 2009; 




croisement  du double mutant nramp3nramp4 avec le simple mutant vit1-1. La descendance 
F2 a été analysée par PCR et les plantes homozygotes mutantes aux 3 loci ont été 
sélectionnées. 
1.2.b. Culture in vitro 
Les graines préalablement stérilisées en surface soit à l’eau de javel soit au Cl2 sont 
semées en conditions stériles sous hotte à flux laminaire sur milieu solide ABIS. 
Le milieu ABIS solide est composé de 2,5 mM H3PO4, 5 mM KNO3, 2 mM MgSO4,   
1 mM Ca(NO3)2, du mélange Murashige and Skoog de microélements, 1% sucrose,              
1% Phytagel (pour le suivi de croissance racinaire) ou 0.7% Phytoagar (pour toutes les autres 
expériences), 1 mM MES, ajusté à pH 6.1 à l’aide de KOH. Le fer est ajouté à une 
concentration de 50 µM sous la forme de Fe3+HBED. La solution mère de Fe3+HBED (10 
mM) est préparée en mélangeant du FeCl3 et du HBED [N,N’-di(2-hydroxybenzyl)ethylene 
diamine-N,N’- diacetic acid monochloride hydrate (Strem Chemicals, Newburyport, MA)] 
mole à mole mais avec un excès de HBED de 5%, de telle sorte que tous les ions Fe3+ soient 
chélatés par le HBED. Pour un milieu dépourvu en fer, soit le Fe est simplement omis (milieu 
appelé « - Fe »), soit il est omis et un chélateur est ajouté : la ferrozine (milieu nommé « - Fe 
+ 50 µM Fz »). La ferrozine (ou [3-(2-pyridyl)-5,6-bis (4-phenyl-sulfonic acid)-1,2,4-
triazine]) chélate le Fe(II) avec une très forte affinité et empêche son absorption.  
Les graines sont ensuite stratifiées durant 2 jours à 4°C à l'obscurité. Les boites sont 
enfin placées soit à la verticale (lors du suivi de croissance racinaire) soit à l’horizontale (pour 
l'ensemble des autres expériences) dans des chambres de culture climatiques (Sanyo MLR-
350, Morigushi, Japan) à 21°C avec une photopériode de 16 h de lumière et 8 h d’obscurité à 
une intensité de 120 µE.m-2.s-1. 
1.2.c. Production de plantes entières, siliques, graines en espace S2 
Les plantules préalablement cultivées in vitro peuvent être repiquées pour poursuivre 
leur croissance sur des pastilles Jiffy préalablement imbibées avec de l’eau. Les plantules sont 
maintenues sous une cloche translucide (ou mini-serre) pendant les premiers jours afin de 
conserver une hygrométrie élevée et de limiter le stress du transfert, puis les cloches sont 
progressivement ouvertes puis complétement retirées. L’arrosage a lieu tous les 2-3 jours avec 
de l’eau de ville. Les conditions climatiques dans les logettes de type S2 sont les suivantes : 




photopériodes de 8 h de lumière suivi de 16h d’obscurité pour les jours courts ou de 16h de 
lumière et 8 h d’obscurité pour les jours longs. 
2. Méthodes 
2.1. Coloration histologique du fer au Perls/DAB 
Pour déterminer la localisation du fer dans des embryons matures et dans les jeunes 
plantules en cours de germination, une coloration au Perls/DAB est réalisée selon le protocole 
décrit par Roschzttardt et al. (2009). Les embryons matures sont obtenus par dissection des 
graines imbibées dans de l’eau et stockées à 4°C à l’obscurité pendant une nuit. Pour 
l’expérience de suivi de la mobilisation du fer au cours de la germination, les plantules 
utilisées ont été semées sur milieu ABIS - Fe + 50 µM ferrozine. 
2.2. Analyse des contenus en métaux  
Trois à quatre réplicats d’environ 20 mg de graines sèches sont digérés dans 2 mL 
d’acide nitrique 70% sur un bloc chauffant DigiBlock ED36 (LabTech, Italy) suivant la 
séquence de températures : 1 h à 80°C, puis 1 h à 100°C, et 2 h à 120°C. Lorsque la digestion 
est terminée, 10 mL d’eau ultrapure sont ajoutés afin d’atteindre un volume de 12 mL. Les 
contenus en calcium (Ca), fer (Fe), magnesium (Mg), manganese (Mn) et zinc (Zn) sont 
déterminés par spectrométrie d’absorption atomique (AAS) à l’aide du spectomètre de flame 
AA240FS (Agilent, USA). 
2.3. Techniques de biologie moléculaire 
2.3.1. Extraction d’ADN génomique 
2.3.1.a. Extraction rapide d’ADN génomique 
L’ADN génomique a été extrait par une méthode ultra-rapide décrite par Edwards et 
al., 1991. Environ 30 mg de très jeunes feuilles ou des jeunes plantules cultivées in vitro sont 
prélevés dans un tube eppendorf, congelés rapidement dans l’azote liquide et broyés soit au 
vribrobroyeur (Retsch MM301), soit au pilon en plastique adapté. 
Après ajout d’un volume de tampon d’extraction (Tris HCl pH 7.5 200 mM, NaCl 250 mM, 
EDTA 25 mM, SDS 0.5%) adapté en fonction de la quantité d’échantillon (15 µL/mg, 
maximum 400 µL), les tubes sont vortexés durant au moins 1 min puis centrifugés pendant 5 
min à 18 000 g. On récupère le surnageant (au maximum, 350 µL) auquel est ajouté de 
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l’isopropanol (ratio volumique de 1 :1). Après précipitation de l’ADN (5 min à température 
ambiante), on réalise une nouvelle centrifugation de 5 min à 18 000 g. Le surnageant est retiré 
alors que le culot est conservé, légèrement séché puis lavé par 1 mL d’éthanol 70% avant une 
dernière centrifugation de 5 min à 18 000 g à l’issue de laquelle le surnageant est éliminé. Le 
culot d’ADN précipité est séché 10 min à 65°C. Le culot est finalement resuspendu dans 100 
µL d’eau ultrapure. Les échantillons peuvent être conservés à 4°C ou à -20°C.  
2.3.1.b. Extraction d’ADN par kit Qiagen® « DNAeasy Plant Minikit » 
Afin de réaliser des amplifications suivies d’un séquençage du gène VIT1, l’ADN est 
préparé à l’aide du kit « DNAeasy Plant Minikit » (Qiagen®, Hilden, Allemagne) selon les 
instructions du fournisseur. 
   2.3.1.c. Extraction d’ADN pour séquençage haut-débit 
Cinq grammes de tissu congelé à l’azote liquide sont réduits en poudre par broyage au 
mortier. Cette poudre est mélangée à 20 mL de tampon d’extraction (CTAB 2%, NaCl 1.4 M, 
EDTA 20 mM, Tris-HCl pH 8 100 mM et β-mercaptoéthanol 0.2%) puis le mélange est 
incubé durant 30 min à 60°C environ toutes les 5 minutes. Après incubation, 20 mL de 
chloroforme:isoamylalcool (24 :1) sont ajoutés, puis le tube est vortexé et centrifugé durant 
10 min à 4000 rpm à 4°C. Aux 15 mL de phase aqueuse récupérés sont ajoutés 15 mL de 
chloroforme:isoamylalcool (24 :1). Ce nouveau mélange est également vortexé puis 
centrifugé durant 10 min à 4000 rpm à 4°C. La phase aqueuse dorénavant propre est 
transférée dans un tube en verre et 12 mL d’isopropanol sont ajoutés. L’ensemble est 
doucement mélangé puis centrifugé durant 10 min à 10 000 rpm à 4°C. Après élimination du 
surnageant, le culot est lavé avec 10 mL d’éthanol 70%. Après une dernière centrifugation de 
10 min à 4000 rpm à 4°C, le surnageant est éliminé et le culot séché sous hotte. 
Le culot est ensuite resuspendu dans 500 µL de Tris-HCl pH 7.5 10 mM.  Pour améliorer la 
pureté de l’échantillon, 100 µL de cette préparation d’ADN sont traités comme un échantillon 
de plante avec le kit « DNAeasy Plant Minikit » (Qiagen®, Hilden, Allemagne) selon les 
instructions du fournisseur. L’élution finale est réalisée avec le tampon AE du kit. 
Les échantillons sont ensuite concentrés au speed vac afin d’atteindre des 
concentrations supérieures à 350 ng/µL, requises pour la préparation de la banque de 
fragments d’ADN au vue du séquençage. 





NRAMP4_fw1 5’-AGTCGTCACTTTAGTCGCAGC-3’   
NRAMP4_rev1 5’-TAAAACGACTTGGCAAACACC-3’ 
NRAMP4_rev5 5’-ACATCCCACAATACCAACA-3’ 





Amorces utilisées pour l’amplification après RT des ADNc VIT1 
VIT1qPCRex1 5’-CGGAGAAATC GTACGTGACA-3’ 
VIT1qPCRex4 5’-GTAACGGTATAAAACC GCCAAG-3’ 
Actin2_fwq 5’-GGTAACATTG TGCTCAGTGGTGG-3’ 
Actin2_revq 5’-AGCATGAAGATTAAGGTCGTT-3’ 
VIT1qPCRex2 5’-TCTCCCTCGCGTAATGATCT-3’ 
Amorces mutagènes pour générer VIT1G77D 
VIT1yeast_3-4-for  5’-CCCATGGAGATAGCATCGGCCGCGACTTCGG-3’ 
VIT1yeast_3-4-rev 5’-CCGAAGTCGCGGCCGATGCTATCTCCATGGG-3’ 




Les conditions de mélange PCR sont les mêmes pour toutes les amplifications d'ADN 
génomique : 2 µL d’ADN génomique sont ajoutés au mélange PCR contenant 1 µM de 
chaque amorce, 2 µL de dNTP (2 mM chacun), 2 µL de tampon 10X contenant du MgCl2, 0,5 
unité de Dream Taq polymerase (Fermentas®, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) 
et de l’eau ultrapure q.s.p. 20 µL.  
L’ensemble des amorces utilisées sont récapitulées dans le tableau 1. 
   2.3.2.a. PCR de génotypage des allèles mutants par insertion d’ADN-T 
dans NRAMP3 et NRAMP4 
Les amorces NRAMP3_fw1 et NRAMP3_rev1 sont employées pour amplifier l’allèle 
sauvage de NRAMP3 (voir Tableau 1). Les couples d’amorces NRAMP3_fw1 et LBb1 ainsi 
que NRAMP3_fw1 et LBa1 sont utilisés simultanément pour amplifier l’allèle mutant 
nramp3. Concernant l’amplification de l’allèle sauvage NRAMP4, nous utilisons le couple 
d’amorces : NRAMP4_fw1 et NRAMP4_rev1. Pour l’amplification de l’allèle mutant 
nramp4, les couples amorces suivantes sont utilisés conjointement : NRAMP4_rev1 et Lba1 
ainsi que NRAMP4_rev5 et LBb1. 
Les amplifications de ces différents allèles sont réalisées grâce au programme PCR 
suivant : dénaturation initiale 5 min à 94°C, 35 cycles comportant une dénaturation (30 sec à 
94°C), une hybridation (30 sec à 65°C) et une extension (1 min 30 sec à 72°C), extension 
finale 5 min à 72°C. 
2.3.2.b. Amplification, purification sur gel et séquençage du gène VIT1 
Les amorces VIT1_for2 et VIT1_rev1 ont été utilisées pour amplifier la séquence 
codante du gène VIT1. Après PCR, les amplicons sont séparés sur gel d’agarose 1.5%. Les 
bandes obtenues sont découpées sur gel, purifiées à l’aide du kit « QIAquick Gel Extraction 
Kit » (Qiagen®, Hilden, Allemagne) en suivant les instructions du fournisseur et séquencées 
par l’entreprise GATC (Köln, Germany) à l’aide des amorces VIT1_for2, VIT1_for3, VIT1_ 
rev1 et VIT1_rev3. Les séquences obtenues sont analysées à l’aide du logiciel CLC Main 





2.3.3. Extraction d’ARN totaux de siliques 
Les ARN sont extraits à l’aide du kit PowerPlant® RNA Isolation Kit (MO BIO 
Laboratories, Inc, Carlsbad, CA, USA) à partir de 12-15 siliques vertes et en suivant les 
instructions du fabricant. Le traitement à la DNase RNase-free (MO BIO Laboratories, Inc, 
Carlsbad, CA, USA) est réalisé en appliquant un volume de 5 µL à une concentration de 5 
U/µL directement sur les colonnes (MO BIO Laboratories, Inc, Carlsbad, CA, USA). Les 
ARN sont élués à l’aide de 100 µL d’eau RNase-free.  
  2.3.4. RT-PCR et vérification par séquençage des amplicons 
Un microgramme d’ARN est utilisé pour réaliser la retro-transcription à l’aide du kit 
SuperScript III First-Strand Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) en 
utilisant comme amorce des hexamères aléatoires.  
Les amorces VIT1qPCRex1 et VIT1qPCRex4 sont utilisées pour amplifier les ARN 
messagers de VIT1. Les amorces Actin2_fwq  et Actin2_revq sont utilisées pour amplifier 
l’ACTINE2 utilisée ici comme contrôle (voir le Tableau 1).  
La PCR est réalisée suivant le protocole : dénaturation initiale (5 min à 94°C), amplification 
35 cycles (pour VIT1) ou 25 cycles (pour ACTINE2) comprenant dénaturation (30 sec à 
94°C), hybridation (30 sec à 60°C) et extension (30 sec à 72°C) puis extension finale de 5 min 
à 72°C. 
Les amplicons sont séparés sur gel d’agarose 1.5% dans un tampon TAE (Tris Acetate 
EDTA) modifié où la concentration en EDTA est abaissée à 0.1 mM. Les bandes obtenues 
sont découpées sur gel et purifiées à l’aide du kit « QIAquick Gel Extraction Kit » (Qiagen®, 
Hilden, Allemagne) en suivant les instructions du fournisseur puis séquencées par l’entreprise 
GATC à l’aide des amorces VIT1qPCRex1, VIT1qPCRex2 et VIT1qPCRex4. Les séquences 
obtenues sont analysées à l’aide du logiciel CLC Main Workbench (Toolbox / Sequencing 
Data Analysis / Assemble Sequences to Reference). 
 
2.3.5. Mutagénèse  
Les vecteurs d’expression en levure ont été décrits par Kim et al., 2006. La version 
mutée de VIT1 (appelée VIT1G77D) a été générée grâce au kit QuikChange® II KL Site-
Directed Mutagenesis kit (Stratagene®, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) à 




2.3.6. Expression en levures 
Les cellules de la souche mutante Δccc1 ont été transformées soit avec le vecteur vide 
m3838, comme contrôle négatif, soit avec des vecteurs contenant l’ADNc codant AtVIT1 ou 
sa version mutée AtVIT1G77D fusionnées ou non à la GFP sous le contrôle du promoteur 
MET25 par la méthode d’acétate de lithium (Kim et al., 2006, Gietz et al., 1992). Les cellules 
Δccc1 transformées sont sélectionnées sur milieu SD -Ura -His. La complémentation de 
Δccc1 est testée par dépôt en goutte de dilutions en série de chaque souche de levures sur 
milieu SD -Ura auquel est ajouté ou non 5 mM ou 10 mM de FeSO4. Les boites sont ensuite 
placées à 30°C durant 2 jours. 
2.4. Techniques de biochimie 
2.4.1. Extraction des pigments et analyses 
Après broyage des feuilles dans l’azote liquide, les pigments sont extraits dans 1 mL 
d’éthanol à température ambiante durant 30 min. Après 10 min de centrifugation à 
température ambiante à 19 000 g, le surnageant est récupéré et stocké pendant une nuit à           
-20°C. Après 5 min de centrifugation à température ambiante à 19 000 g, les absorbances 
mesurées à 470, 534, 643, 661 et 750 nm par spectrophotométrie permettent de calculer les 
concentrations en chlorophylle a et b, en anthocyanes et en caroténoïdes dans l’échantillon 
(Porra, Thompson & Kriedemann, 1989).  
2.4.2. Extraction de protéines de levures 
Les levures sont mises en culture pendant une nuit à 30°C dans 10 mL de milieu 
minimum sélectif SD (pour la composition, voir précédemment). Après centrifugation de la 
culture (1 800 g, 2 min, 4°C), le culot est placé dans l’azote liquide puis repris dans 80 µL de 
tampon d’extraction (Urée 8 M, EDTA 1 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 6.8, β-mercaptoéthanol 
5% [v/v]) et incubé pendant 5 min à 65°C. Un volume égal de billes en verre de diamètre 425-
600 µM (Glass beads, acid-washed, SIGMA) est ajouté. Le tout est alternativement mélangé 
au vortex pendant 30 sec et chauffé à 65°C pendant 5 min, deux fois de suite. Après 
centrifugation (5 min à 10 000 g), les protéines du surnageant sont dosées par méthode de 
Bradford ou coloration « Amidoblack » avant d’être reprises dans le tampon de Laemmli 
[1X : SDS 2,5% (m/v), Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, glycérol 10% (m/v), bleu de bromophénol 




  2.4.3. Dosage des protéines par coloration « Amidoblack » 
Les protéines extraites sont mélangées avec de l’eau jusqu’à atteindre un volume de 
200 µL. Après une étape de vortex et de centrifugation rapide, 800 µL de colorant 
« Amidoblack » (Amidoblack 0,25% (v/w), méthanol 45%, acide acétique 10%) sont ajoutés. 
Le mélange est vortexé au moins 10 secondes puis centrifugé à vitesse maximale à 10°C 
durant 15 min. Le surnageant est retiré délicatement à la pipette pasteur ou à l’aide d’une 
pompe à vide. Les protéines sont alors généralement visibles sous la forme de précipités bleu 
foncés. L’échantillon est lavé avec 1 mL de solution de lavage (méthanol 45% et acide 
acétique 10%). L’échantillon est de nouveau vortexé, centrifugé comme précédemment et le 
surnageant éliminé avec précaution. Cette étape de lavage est répétée une seconde fois. Le 
culot est dissous dans 1 mL de NaOH 0,2 M, vortexé et incubé durant 5 minutes à température 
ambiante. L’échantillon est une dernière fois vortexé et rapidement centrifugé avant mesure 
de l’absorbance à 615 nm. La concentration en protéine est déterminée selon la courbe 
standard fiable à partir de 20 µg/mL [équation de la courbe standard : concentration (µg/mL) 
= Abs615nm/0,028]. 
2.4.4. Séparation des protéines par électrophorèse et Western blot 
Les protéines reprises dans le tampon Laemmli sont dénaturées à 95°C pendant 5 min 
puis séparées sur gel d’acrylamide à 10% (Mini-PROTEAN TGX Precast Gels, BIORAD). 
Pour chaque extrait, la même quantité de protéines est déposée sur gel. La migration est 
effectuée à 30 mA/gel dans une cuve contenant du tampon d’électrophorèse (Tris 25mM, 
glycine 192 mM, SDS 0.1% [m/v]). Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane 
de  nitrocellulose du kit Trans-Blot Turbo Transfer Packs (BIORAD). Le transfert est réalisé 
dans une cassette (Trans Blot turbo-transfert System, BIORAD) pendant 3 min en utilisant le 
programme turbo. La membrane est saturée par une incubation pendant 1 h à 37°C dans du 
tampon TBS-T (Tris 10 mM, pH 7.5, NaCl 154 mM, Tween 0.1 à 0.3% [v/v]) en présence de 
lait écrémé 5% (w/v). La membrane est ensuite incubée une nuit à 4°C sous agitation avec 
l’anticorps anti-VIT1 (dilution) dilué dans du TBS-T, lait 1%. Après 3 lavages de 5 min dans 
du TBS-T, la membrane est incubée pendant 1 h à température ambiante avec l’anticorps 
secondaire couplé à la péroxydase (1/10 000). Pour finir, 3 lavages sont effectués dans du 
TBS-T. L’activité péroxydase est révélée par la technique de chimioluminescnce (ECL) 
suivant le protocole fourni par ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE 




  mismatch cost  2 
  insertion cost  3 
  deletion cost 3 
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Healthcare). Le marqueur de taille moléculaire utilisé est le Precision Plus Standards, All Blue 
(BIORAD). 
 2.5. Analyse des données de séquençage haut-débit de Eurofins© 
Les ADN extraits par la méthode décrite en 2.3.1.c. sont envoyés à la société 
Eurofins© pour la préparation des banques et leur séquençage haut-débit. 
  2.5.1 Matériel 
Le séquençage est réalisé par technique Illumina-HiSeq, par un protocole shotgun et 
de « paired-end sequencing ». C’est-à-dire que le séquençage des fragments d’ADN 
génomique pris au hasard est réalisé à partir des deux extrémités : on obtient une séquence de 
chaque extrémité de chaque fragment et ces paires de séquences sont associées. Les fragments 
séquencés ont une taille approximative de 300 bp dont on séquence environ 100 bp à chaque 
extrémité de fragment. Les données finales produites sont entre 6295 Mbp et 7615 Mbp 
séquencés. Le génome d’Arabidopsis comportant environ 157 Mbp, la couverture moyenne 
obtenue dans nos expériences se situe entre 40 et 48,5 fois le génome. 
Les données de séquençage sont analysées sur un ordinateur Dell Precision T1600 
Intel® Xeon R CPU E31225 @ 3,10 GHz possédant une RAM 16,0 GB  et un système 
fonctionnant en 64 bit. Les données sont traitées à l'aide du logiciel CLC Genomics 
Workbench (http://www.clcbio.com/).  
  2.5.2 Méthodes 
Tout d'abord les fichiers sont décompressés. Le génome de référence avec annotations 
d'Arabidopsis thaliana TAIR10 est téléchargé depuis la base de données TAIR 
(http://www.arabidopsis.org/).  
2.5.2.a. Alignement des séquences à une référence  
Les paires de séquences correspondant à chaque fragment séquencé sont alignées sur 
la référence de Col0 (Toolbox/NGS Core Tools/Maps Reads to Reference). Les conditions 
sélectionnées sont indiquées dans le tableau 2. Le « mismatch cost » correspond au coût d’un 
mismatch/d’une erreur entre la lecture et la séquence de référence. L’ « insertion cost» 
détermine le coût d’une insertion dans la lecture provoquant un trou dans la séquence de 
référence. Le « deletion cost » indique le coût d’avoir un trou dans la lecture. La « lenght 
Quality-based Variant Detection 
Quality based variant detection 
  neighborhood radius  5 
  max gap and mismatch count 0 
  mini neighborhood quality 30 
  mini central quality  35 
  significance threshold  
minimum coverage  
 
5 
  minimum variant frequent  10 ou 0,5 
Variant filters 
  require variant on forward and reverse yes  
  ignore variants from unspecific regions no 
  Filters for 454/Ion homopolymers indels  no 
Genome information 
  ploidy/max allele  2 
  genetic code  standard 
Tableau 3 : Récapitulatif des conditions utilisées pour la détection des SNP entre la séquence 
et la référence 
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fraction » détermine la longueur minimale en fraction qu’une lecture doit avoir en commun 
avec la séquence de référence. La « similarity fraction » détermine l’identité minimale en 
fraction entre la lecture et la séquence de référence. Le « stand alone read mapping » inclut la 
séquence de référence dont ses annotations, l’ensemble des lectures obtenues et la séquence 
consensus générée à partir de ses lectures (voir Figures 24 et 25). 
   2.5.2.b. Détection des SNP 
Pour détecter les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) entre les différents 
assemblages de séquences et la référence, on utilise la « Quality-based Variant Detection » 
(Toolbox / Resequencing/Quality-based Variant Detection) fondée sur l’algorithme de 
« neighbourghood quality standard », utilisant une combinaison de filtres de qualité et de 
seuils spécifiques de l’utilisateur pour la couverture et la fréquence. Les conditions 
sélectionnées sont indiquées dans le tableau 3. Le « significance threshold minimum 
coverage » est précisé car si les variations sont situées dans des régions à faible couverture, il 
peut y avoir une plus grande quantité de faux positifs. La « minimum variant frequency » 
indique le nombre minimal de lectures devant comporter la variation à une position donnée. 
On précise également au logiciel que de la variation doit être présente à la fois sur le brin sens 
et sur le brin anti-sens afin d’éviter les faux positifs. Enfin, le logiciel détermine l’impact de la 
variation en fonction des annotations du génome de référence. 
2.5.2.c. Comparaison des SNP entre 3 séquences 
Afin de détecter uniquement les SNP présents dans un seul des trois assemblages et 
non celles partagées par tous les assemblages, on utilise un outil mis au point pour comparer 
les séquences entre un enfant et ses deux parents afin de déterminer des différences entre 
l’enfant et ses parents. Il s'agit de la comparaison de variants/SNP par « Trio Analysis » 
(Toolbox/Resequencing/Compare Variants/Trio Analysis). Après analyse, on peut extraire les 
informations sur les variants/SNP, notamment le chromosome, la région chromosomique, le 
type de changement, sa fréquence, son hérédité. 
 2.6. Organisation du crible des suppresseurs de nramp3nramp4 
Une population M0 d’environ 25 000 graines du double mutant nramp3nramp4 a été 
traitée avec l’agent mutagène l’éthane méthyl sulfonate (EMS). Ces  graines mutagénisées, 
nommées M1, ont été séparées en 24 séries. Chaque série est dispatchée dans 24 pots et 
semées par pool de 50 graines par pot. L’ensemble des graines issues de l’autofécondation des 
Figure 18 : Organigramme récapitulant les différentes étapes du crible et de la caractérisation des 
mutants. 
Graines M0 – nramp3nramp4 
Graines M1 – nramp3nramp4* 
Mutagénèse à l’EMS 
Graines M2 – nramp3nramp4* 
Autofécondation 
Sélection in vitro sur –Fe + 50 µM ferrozine des candidats par série 
Transfert des candidats sélectionnés sur +Fe puis en serre 
Génotypage des candidats sélectionnés 
Graines M3 – suppresseurs 
Autofécondation 
Vérification in vitro sur – Fe + 50 µM ferrozine  et + Fe des candidats 
Génotypage de contrôle 
+ 
Classification physiologique des candidats 
Mesure du contenu en métaux dans 
les graines (AAS) 
Coloration histochimique du fer par 
Perl’s/DAB 
+ 
Rétrocroisements des plantes confirmées 
F1 suppresseur x nr3nr4 ou nr3nr4 x suppresseur 
Autofécondation 
F2 suppresseur x nr3nr4 ou nr3nr4 x suppresseur 
Génotypage de contrôle 
Si mutation diagnostiquée comme récessive, séquençage haut-débit de la population F2 
Si mutation dominante, vérification de l’homozygotie en F3 et séquençage de plusieurs F3 
Détermination in vitro sur – Fe + 50 µM ferrozine du type de mutation : 
récessive ou dominante 
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plantes M1 est nommé M2. Cette population de graines M2 est ordonnée de 1-1 à 24-24, soit 
selon la descendance de chaque pot. 
Pour chaque série correspondant à la descendance de 1200 graines M1 (soit une série 
de 24 pots contenant 50 graines M1 par pot), 19 200 graines M2 sont réparties sur 48 boites 
de Pétri et sont observées en parallèle des graines de nramp3nramp4 et Col0. Ainsi, 800 
graines de chaque M2 sont criblées, réparties sur 2 boites de Pétri (à une densité moyenne de 
5 à 6 graines par cm²) contenant du milieu ABIS solide – Fe + 50 µM ferrozine. Comme la 
germination n’est pas homogène pour l’ensemble des mutants, certaines plantules M2 
capables de se développer sur ce milieu sont « repérés » et sélectionnées après 3, 4 et 7 jours 
et transférées sur du milieu ABIS solide + Fe pendant 7 à 11 jours puis sur le sol et cultivées 
en serre. Des graines puis plantules Col0 et nramp3nramp4 traitées de la même manière sont 
utilisées comme témoins. Afin d’éliminer les faux positifs ou graines sauvages ou 
contaminations, chaque plante M2 sélectionnée est génotypée par PCR afin de vérifier qu’elle 
contient les insertions d’ADN-T à l’état homozygote dans les deux gènes NRAMP3 et 
NRAMP4. 
L’autofécondation des plantes M2 produit une descendance nommée M3. Ce lot de 
graines est utilisé pour confirmer que le phénotype suppresseur est transmis à la descendance. 
Pour cela, 50 graines sont semées sur milieu ABIS solide correspondant aux conditions du 
crible (- Fe + 50 µM ferrozine). En parallèle, sont semées 50 graines sur boites de milieu 
ABIS solide + Fe, afin de vérifier que les phénotypes observés sont bien liés à la carence en 
fer. Les plantules capables de croître en conditions – Fe + 50 µM ferrozine sont transférées 
sur un milieu + Fe puis sur sol et cultivées en serre sur sol. Ces plantes, au stade floraison, 
sont utilisées afin de procéder à un premier rétrocroisement. Deux rétrocroisements 
réciproques sont réalisés si possible. 
L’ensemble de ces étapes est résumé dans la figure 18. 
  
Col0 nramp3nramp4 M2 population 
Figure 19 : Crible de la génération M2.  
Plantules de 3 jours cultivées in vitro en conditions – Fe + 50 µM ferrozine : Col0, 
nramp3nramp4 et les plantules M2. La flèche blanche indique un exemple de plantule 
sélectionnée comme suppresseur. Barre d’échelle : 0,5 cm 
Figure 20 : Confirmation à la génération M3.  
Plantules de 3 jours cultivées in vitro en conditions – Fe + 50 µM ferrozine : Col0, 
nramp3nramp4 et la descendance M3 des candidats M2 confirmé et non confirmé. Barre 










Chapitre 1 : LE CRIBLE  
 
Principe du crible 
Sur milieu dépourvu de fer, les plantules de nramp3nramp4 sont fortement 
chlorotiques à 3, 4 et 7 jours après semis et leur croissance est arrêtée. Les critères utilisés 
pour la sélection des mutants suppresseurs sont la présence de chlorophylle dans leurs 
cotylédons et leur capacité à se développer sur le milieu de sélection (Figure 19). Nous avons 
nommé les mutants sélectionnés isv pour « bypass iron storage in vacuole ». 
Résultats du crible primaire 
Avant mon arrivée au laboratoire en 2011, le crible de la descendance de 14 400 
plantes M1 (séries 1 à 12) avait permis de sélectionner 65 plantules M2 suppresseurs capables 
de se développer sur un milieu dépourvu de fer. Parmi ces candidats, 34 plantes avaient 
survécu au passage sur sol et avaient donné des graines. J’ai criblé les séries 13, 14 et 15, 
correspondant à 3 600 descendances de plantes M1. Ainsi, 58 candidats suppresseurs 
supplémentaires ont été sélectionnés dont 39 ont survécu au passage en serre et ont donné des 
graines.   
En parallèle de la recherche de nouveaux candidats, les mutants déjà disponibles en M3 ont 
dû être confirmés.  
Plusieurs méthodes de classification ont été utilisées pour trier les candidats :  
- une classification génétique afin de déterminer le type de mutation, dominante ou 
récessive et, concernant les mutations récessives, les groupes de complémentation 
allélique. 
- une classification par une approche physiologique en déterminant les contenus en 
métaux des lots de graines M3 ainsi que la localisation tissulaire du fer dans 
l’embryon mature par coloration Perls/DAB. 
Confirmation du phénotype suppresseur et rétrocroisements 
Suite au crible des séries 1 à 15, 73 candidats ont survécu au passage en serre et donné 
des graines. Sur ces 73 candidats, 66 ont été testés en génération M3 sur – Fe + 50 µM  
Col0 vit1-1 
Candidats au patron 
similaire à Col0 (34)  
Candidats au patron 
similaire à vit1-1 (3) 




Figure 21 : Répartition des patrons de distribution du fer 
observés lors de la classification des candidats issus du 






ferrozine afin de vérifier la transmission du caractère suppresseur. Ce crible secondaire a 
permis de confirmer 32 candidats (voir Annexe 1). Les deux cas - candidat confirmé et 
candidat éliminé - sont illustrés par la figure 20. Pour 26 de ces candidats nous avons initié 
des rétrocroisements. Les rétrocroisements permettent de déterminer si la mutation est 
récessive ou dominante et également d’éliminer du génome des mutations EMS qui ne sont 
pas associées au phénotype suppresseur. 
Méthodes de classification sur des données physiologiques                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        
Après la sélection des mutants suppresseurs pour leurs caractéristiques de croissance 
sur milieu dépourvu de fer, nous avons réalisé une classification de ces mutants selon les 
contenus en métaux de leurs graines et la distribution du fer au sein des embryons de la 
génération M3. 
La détermination des contenus en métaux s’est résumée à une unique mesure sur 
environ 20 mg de graines. La totalité des candidats n’a pas pu être mesurée : pour certains, on 
ne disposait pas de suffisamment de graines, pour d’autres, les populations de graines étaient 
hétérogènes, par exemple, en raison d’un mélange de graines fertiles et de graines avortées. 
Les productions de graines ne s’étant pas déroulées au même moment en serre, des variations 
des apports nutritionnels de la plante mère étaient possibles rendant difficile les comparaisons 
entre les mesures. Enfin une unique mesure ne permettait pas de tester la validité statistique 
des différences observées. Cette approche n’a pas été généralisée. 
Ainsi, nous avons préféré focaliser la classification physiologique sur la visualisation 
histochimique du fer par la coloration au Perls/DAB des embryons matures. 
Les embryons du double mutant nramp3nramp4 présentent la même distribution tissulaire du 
fer que les embryons de type sauvage Col0 : le fer est localisé dans les cellules entourant les 
tissus vasculaires. Nous utilisons également le mutant vit1-1 comme « contrôle » pour ces 
expériences car il présente un patron de distribution perturbé. Nos résultats ont confirmé les 
observations de Kim et al. (2006) et de Roschzttardtz et al. (2009) indiquant une modification 
de distribution tissulaire du fer lorsque le gène VIT1 est interrompu. Le fer est localisé dans 
les tissus sous-épidermiques de la radicule et dans la face abaxiale des cotylédons (Figures 12 
et 21). 
La classification par le Perls/DAB a parfois été réalisée en amont du test de 
germination sur - Fe + 50 µM ferrozine des candidats. Ainsi nous disposons des distributions 
Figure 22 : Patron de distribution du fer observé lors de la classification des candidats issus du 
crible. Chez certains candidats pour lesquels aucune coloration n’apparaît dans l’embryon, des 
traces de coloration Perls/DAB sont visibles dans les résidus d’albumen. 
Figure 23 : Répartition des patrons de distribution du fer observés lors de la classification des 
candidats issus du crible. La première colonne indique le nombre total, la deuxième indique le 
nombre de candidats pour lesquels le phénotype suppresseur a été confirmé, la troisième 
colonne indique le nombre de candidats pour lesquels des F1 homozygotes nramp3nramp4 ont 
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en fer dans les embryons matures de 50 candidats dont seulement 29 ont été confirmés comme 
suppresseurs. La majorité (34) présente une distribution en fer similaire au sauvage et au 
double mutant nramp3nampr4 c’est-à-dire une coloration dans les cellules entourant les tissus 
vasculaires. Pour 3 candidats nommés isv1, isv2 et isv3, le patron de distribution du fer est 
similaire à celui du mutant vit1-1. La caractérisation de ces mutants fait l’objet de la deuxième 
partie des résultats. Le troisième patron de distribution du fer observé correspond à une 
absence de coloration dans l’embryon mais parfois dans les restes d’albumen décrochés lors 
de la dissection. Chez 11 candidats, ces « embryons blancs » ne contenant pas de fer colorable 
par le Perls/DAB sont mélangés avec des embryons au patron sauvage. Seuls deux candidats 
ont une descendance constituée à 100% d’embryons blancs (Figures 21, 22 et 23). 
Identification d’une mutation dominante par séquençage haut-débit  
Pour débuter l’identification des gènes affectés par les mutations suppresseurs, nous 
avons choisi un candidat nommé isv4 confirmé dont le phénotype de suppression fort avait été 
vérifié en M3. Le génotypage des allèles nramp3 et nramp4 des plantes sélectionnées en M3 
avait montré qu’il ne s’agissait pas d’un faux positif. Nous avons produit après deux 
rétrocroisements successifs une population de cartographie en utilisant le double mutant 
nramp3nramp4 existant dans le fond Ws (Wassilewskija). L’étude des ségrégations à l’issue 
du deuxième rétrocroisement indiquait qu’isv4 était porteur d’une mutation dominante. Afin 
de déterminer le gène où se trouve la mutation responsable du phénotype suppresseur, nous 
avons envoyé à séquencer à la société Eurofins© trois échantillons d’ADN concentrés : celui 
du double mutant nramp3nramp4 du fond Col0, d’un mélange de deux populations F2 
composées chacun de 33 plantes au phénotype non suppresseur et d’un mélange de 9 plantes 
identifiées comme homozygotes suppresseurs en génération F3.  
Le séquençage de nramp3nramp4 (Col0) nous a permis de visualiser les insertions 
d’ADN-T. Les figures 24 et 25 montrent l’alignement des paires de lectures (ou reads) dans la 
région des gènes NRAMP3 et NRAMP4 chez le double mutant nramp3nramp4. On peut 
localiser la position de l’insertion de l’ADN-T par une petite interruption dans la couverture. 
Ce séquençage nous fournit également une séquence de référence avant mutagénèse, 
comportant des SNP (Single Nucleotide Polymorphism) par rapport à la référence Col0 de 
TAIR. 
Figure 24 : Alignement des paires de lecture séquencées de nramp3nramp4 sur le génome de 
référence de Col0 dans la région du gène AtNRAMP3 (symbolisé ici en bleu et orienté). 
L'interruption dans la couverture indique le site d’insertion de l’ADN-T (signalé dans la 
séquence consensus par une flèche rouge). 
Figure 25 : Alignement des paires de lecture séquencées de nramp3nramp4 sur le génome de 
référence de Col0 dans la région du gène AtNRAMP4 (séquence codante symbolisée ici en bleu 
et orientée, structure en exon/intron également symbolisée avec les exons en vert et les introns 
en rouge en plus de la région 5’UTR). L'interruption dans la couverture indique le site 
d’insertion de l’ADN-T (signalé dans la séquence consensus par une flèche rouge). 
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Le séquençage des populations de F2 au phénotype non suppresseur nous permet la 
détection des SNP provenant de la mutagénèse mais également ceux de l’accession Ws. Ces 
SNP sont utilisables pour la cartographie d’une région enrichie en marqueurs Ws. 
Le séquençage des populations de F3 homozygotes au phénotype suppresseur permet 
la recherche du SNP responsable du phénotype suppresseur et donc du gène porteur de cette 
mutation. 
L’objectif était de déterminer les SNP existants dans les populations F2 et F3 par 
comparaison avec Col0 et nramp3nramp4. Le double mutant nramp3nramp4 comporte des 
SNP par rapport au génome de référence Col0. Ces SNP devraient être également présents au 
sein des F2 et F3. Ensuite les SNP détectés à la fois au sein des F2 non suppresseurs et des F3 
suppresseurs sont attribués à la mutagénèse mais ne sont pas responsables du phénotype 
suppresseur. Seuls les SNP présents uniquement au sein des F3 sont des mutations 
potentiellement responsable du phénotype (voir le schéma en Figure 26). 
Afin de détecter uniquement les SNP présents dans un seul des trois assemblages et 
non ceux partagés par tous les assemblages, j’ai utilisé un outil employé dans le cas de l’étude 
d’un enfant et de ses deux parents afin de déterminer des différences en comparant l’enfant à 
ses parents. Il s'agit de la comparaison de variants/SNP par « Trio Analysis » du logiciel CLC 
Genomics Workbench. Nous avons défini comme fichier « enfant », les SNP détectés dans la 
population suppresseur F3 par rapport à Col0, comme fichier « mère », les SNP détectés au 
sein de nramp3nramp4 en comparaison à Col0 et comme fichier « père », les SNP détectés 
par confrontation entre la population F2 et Col0. Cette analyse nous permet de déterminer des 
données telle que l’hérédité de la variation détectée : est-ce que ce SNP est uniquement 
présent dans les F3, ou « hérité » de la mère correspondant aux SNP pré-existants chez 
nramp3nramp4.  
Les données obtenues suite à l’alignement des séquences à la référence Col0 et le 
nombre de variants par rapport à cette référence détectés par la méthode employée sont 
résumées dans le tableau 4. 
Cette approche n’a pas permis de détecter un SNP responsable du phénotype 
suppresseur chez le candidat isv4. Par contre l’analyse de l’alignement dans la région du gène 
AtNRAMP4 a montré que le gène était intact chez les F3 ayant le phénotype suppresseur. Ces 
F3 correspondent donc à des faux positifs et ne peuvent apporter d’information sur le gène 
Figure 26 : Schéma représentant le principe de la recherche de variants/SNP, de la cartographie 
de la zone où se trouve la mutation et identification d’une mutation dominante responsable du 
phénotype suppresseur. On procède par comparaison de séquences. Nous disposons des 
séquences de Col0 (génome de référence), nr3nr4 (Col0) (fond mutant sur lequel la mutagénèse 
a eu lieu) et nr3nr4 (Ws) (fond utilisé pour créer la population de cartographie) (A). Le  
séquençage des plantes  F2 issues des rétrocroisements entre le candidat et nr3nr4 (Col0) puis du 
croisement avec nr3nr4 (Ws) mais ne présentant pas le phénotype suppresseur permet de 
cartographier la zone enrichie en marqueurs Ws. C’est sur cette zone qu’il faut focaliser les 
recherches de mutations de type EMS dans la population de F3 homozygotes suppresseurs. Sont 
représentés sous forme d’un graphique le pourcentage de SNP le long de la séquence ainsi 
qu’une séquence représentative de ces plantes F2 (B). Le séquençage des plantes F3 issues du 
même rétrocroisement mais homozygotes et avec le phénotype suppresseur permet d’identifier 
la mutation responsable du phénotype dans une région enrichie en mutations EMS et en 
marqueurs Col0. Sont représentés sous forme d’un graphique le pourcentage de SNP le long de 
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causant la suppression chez isv4. Une contamination par un allèle sauvage AtNRAMP4 est 
certainement intervenue cours des croisements successifs. 
Importance du génotypage à chaque étape de la sélection 
Une des difficultés rencontrée lors de ce crible a été la nécessité de vérifier à chaque 
étape le fond génétique double mutant nramp3nramp4 homozygote pour chacun des 
candidats.  
Des défauts dans le génotypage nous ont amenés à perdre beaucoup de temps en travaillait sur 
le mutant isv4 pour finalement séquencer des faux positif, comportant un allèle sauvage 
d’AtNRAMP4. Ceci m’a conduite à mettre au point une technique de génotypage fiable des 
allèles mutants nramp3 et nramp4. Mes essais utilisant les amorces NRAMP3_fw1, 
NRAMP3_rev1 et LBb1 ou LBa1 sur AtNRAMP3 et les amorces NRAMP4_fw1, 
NRAMP4_rev1 et Lba1 ou NRAMP4_fw1, NRAMP4_rev5 et LBb1 sur AtNRAMP4 ont 
montré que, dans ce cas, le génotypage ne peut se faire en une unique PCR par gène en 
mélangeant deux amorces spécifiques du gène et une amorce spécifique de la bordure alors 
que cela est souvent possible. En fait, le génotypage fiable des allèles nramp3-2 et nramp4-2 
obtenues par insertion d’ADN-T dans l’accession Col0 nécessite 3 PCR indépendantes par 
gène (voir le Matériel et méthodes). Ces contrôles sont indispensables afin d’éliminer tous les 
faux positifs mais également les contaminants possibles dans les lots de graines. 
 
Le test in vitro des graines M3 sur – Fe + 50 µM ferrozine a permis de confirmer 32 
candidats. Nous avons choisi de génotyper les F1 des rétrocroisements pour 26 de ces 32 
candidats. En effet si la F1 est homozygote pour les loci nramp3 et nramp4, cela indique que 
le candidat et le mutant nramp3nramp4 utilisés pour le rétrocroisement l’étaient et que la F2 
le sera. Pour chacun des candidats, nous avons déterminé le génotype de trois plantes F1. Les 
plantes F1 de 11 candidats se sont avérées hétérozygotes pour le gène NRAMP3 et/ou 
NRAMP4. Six F1 restent à génotyper. Pour 9 des candidats confirmés, nous disposons 
actuellement de plantes F1 homozygotes mutants aux deux loci (voir Annexe 2). 
. 
 





Nombre de paires de 
lecture produites 
72 284 594 62 948 400 76 152 524 
Nombres de paires 
de lecture alignées 
sur le génome de 
référence 
54 856 769  
soit 75,89% des 
reads 
44 776 530 
soit 71,13% des reads 
51 857 290 
Soit 68,10% des 
reads 





6 988 091  
Soit 9,66% des 
reads totales et 
12,74% des reads 
alignées 
8 684 851 
Soit 13,79% des reads 
totales et 19,39% des 
reads alignées 
7 686 745  
Soit 10% des reads 
totales et 14,8% 
des reads alignées 
Nombres de variants 
détectés par la 
« quality-based » 
méthode * 
9 296 404 044 441 093 
Tableau 4 : Résultats chiffrés du traitement des données de séquençage haut-débit. 
Nombre de paires de lecture produites, nombre de paires de lecture alignées sur le génome de 
référence Col0, nombre de paires de lecture produites correspondant au génome 
chloroplastique (afin de déterminer la contamination du génome nucléaire), nombre de variants 
détectés par la « method quality-based » (*tous les types de variants confondus : SNV (Single-






Chapitre 2 : ARTICLE SOUMIS 
 « Bypass of iron storage in endodermal vacuoles rescues the iron mobilization defect in the 
nramp3nramp4 double mutant » 
 
Identification du locus suppresseur via la distribution du fer dans les embryons 
Au vu des patrons de distribution du fer rappelant le phénotype du mutant vit1-1 chez 
les candidats isv1, isv2 et isv3, nous avons émis l’hypothèse qu’une mutation EMS dans le 
gène VIT1 pourrait être responsable du phénotype suppresseur.  
 
Nous avons amplifié et séquencé la séquence codante complète de VIT1 chez isv1 et 
isv2. Nous observons que les deux candidats présentent une modification de la séquence 
nucléotidique menant à une perte de fonction de VIT1 responsable du phénotype suppresseur. 
Ces deux candidats font l’objet d’une publication intégrée ci-dessous.  
J’ai réalisé moi-même l’essentiel des expériences rapportées dans ce manuscrit. 
Magali SR a participé à la sélection initiale des mutants. Jérôme G a généré le triple mutant 
nramp3nramp4vit1-1. Astrid A a réalisé les dosages de pigments. Sun A K et Mary Lou G 
nous ont transmis les graines du mutant vit1-1, les plasmides d’expression en levures et in 
planta, l’anticorps anti-VIT1. Colin C a participé à la classification des mutants en fonction 
de leur patron de répartition du fer. Sylvain M m’a apporté son expérience en génétique à 
différentes étapes du projet. Avec Sébastien T, nous avons conçu les figures et écrit le 
manuscrit qui a été relu par l’ensemble des auteurs. 
 
Concernant le candidat isv3, aucune modification de la séquence codante de VIT1 n’a 
été détectée. Nous ne disposons actuellement pas d’une F1 homozygote mutante : les plantes 
F1 testées se sont avérées hétérozygotes pour le gène NRAMP3 et/ou NRAMP4. Il faudra donc 
revenir aux graines M3 encore disponibles et les génotyper avant de générer de nouvelles F1 
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To improve seed iron (Fe) content and bioavailability, it is crucial to decipher the mechanisms 38 
that control Fe storage during seed development. In Arabidopsis thaliana seeds, most Fe is 39 
concentrated in insoluble precipitates with phytate in the vacuoles of cells surrounding the 40 
vasculature of the embryo. AtNRAMP3 and AtNRAMP4 function redundantly in Fe retrieval 41 
from vacuoles during germination. When germinated under Fe deficient conditions, 42 
development of the nramp3nramp4 double mutant is arrested as a consequence of impaired Fe 43 
mobilization. To identify novel genes involved in seed Fe homeostasis, we screened an EMS 44 
mutagenized population of nramp3nramp4 seedlings for mutations suppressing their 45 
phenotypes on low Fe. Here, we report that among the suppressors, two mutants carried 46 
mutations in the AtVIT1 gene causing the suppressor phenotype. The AtVIT1 transporter is 47 
involved in Fe influx into vacuoles of perivascular cells. This result establishes a functional 48 
link between Fe loading in perivascular vacuoles by AtVIT1 and its remobilization by 49 
AtNRAMP3 and AtNRAMP4. Moreover, analysis of subcellular iron localization indicates 50 
that simultaneous disruption of AtVIT1, AtNRAMP3 and AtNRAMP4 limits iron 51 
accumulation in vacuolar globoids.  52 
 53 




Iron (Fe) is an essential micronutrient. In cells, this metal may change between two oxidation 56 
states: ferrous iron Fe3+ and ferric iron Fe2+. Thanks to this property, iron is an important 57 
metal cofactor for electron transfer in many biochemical reactions. However, for the same 58 
reason, free iron generates harmful reactive oxygen species via the Fenton reaction (Haber 59 
and Weiss, 1932; Halliwell, 1978). Cells thus need to tightly control Fe homeostasis through 60 
chelation and compartmentalization. For example, in Saccharomyces cerevisiae, the 61 
membrane transporter ScCCC1 transporter is required to move excess Fe into the vacuole (Li 62 
et al., 2001). The Δccc1 mutant is sensitive to extracellular iron. In mammalian cells, the 63 
excess of cytosolic iron is complexed by ferritins; the assembly of 24 ferritin forms a hollow 64 
complex able to safely store up to 4500 Fe(III) atoms (Finazzi and Arosio, 2014). 65 
Iron deficiency is an important public health issue: two billion people, corresponding to over 66 
30% of the world population, are anemic (WHO resources). To fight iron deficiency, it has 67 
been proposed to develop crops with more available iron according to a strategy called 68 
biofortification (Bouis, 2003). In most crops, seeds are used as food or feed. Iron stores in 69 
seeds are also important for the germination of seedlings. In seeds, Fe may be associated with 70 
ferritin in plastids, with phytate in vacuoles or with nicotianamine. Although Fe complexed 71 
with ferritin or nicotianamine is considered as highly bio-available, Fe-phytate is insoluble 72 
and poorly bio-available (Clemens, 2014). 73 
In Arabidopis thaliana seeds, no more than 5% of the total seed Fe is associated with ferritin 74 
(Ravet et al., 2009). About 50% of seed iron is concentrated in the vacuoles of the cells 75 
surrounding the vasculature (Lanquar et al., 2005; Kim et al., 2006; Roschzttardtz et al., 2009; 76 
Schnell Ramos et al., 2013). AtVIT1 (Vacuolar Iron Transporter 1) is responsible for the 77 
loading of iron during seed development (Kim et al., 2006). Loss of AtVIT1 function perturbs 78 
the cell type specific localization of iron in mature embryos: in vit1-1 knockout mutants, Fe is 79 
no longer concentrated in cells surrounding the vasculature of the hypocotyl, radicle, and 80 
cotyledons but instead it is accumulated in cortical cells in the hypocotyl and radicle, and in 81 
the subepidermal cells of the abaxial side of cotyledons (Kim et al., 2006). Loss of AtVIT1 82 
function also has an impact on germination on alkaline (pH 7.9) soil: vit1-1 mutant seedlings 83 
grow poorly compared to wild-type (Kim et al., 2006). AtNRAMP3 and AtNRAMP4 (Natural 84 
Resistance Associated-Macrophage Protein 3 and 4) function redundantly in the mobilization 85 
of seed iron from vacuoles during germination (Lanquar et al., 2005). Even though iron 86 
content and localization are unaffected in mature seeds of the nramp3nramp4 (nr3nr4) double 87 
knockout (KO) mutant (Schnell Ramos et al., 2013), seedlings of this mutant displays strong 88 
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defects when grown on an iron deficient medium: they are chlorotic and their development is 89 
arrested (Lanquar et al., 2005). 90 
When associated to phytate in vacuolar globoids, Fe is insoluble and notoriously poorly 91 
available for animal nutrition (Clemens, 2014). To identify mutations that limit Fe storage in 92 
this compartment, we generated an EMS mutagenized population of the nr3nr4 mutant and 93 
looked for mutations that restore growth on iron deficient medium. We called these mutants 94 
isv for “bypass iron storage in vacuoles”. 95 
Here, we report the characterization of two isv mutants displaying iron distribution patterns 96 
similar to the vit1-1 mutant. These mutants carry mutations in the AtVIT1 gene. By genetic 97 
analysis, we demonstrate that the mutations in AtVIT1 are responsible for the suppression 98 
phenotype. They define two new vit1 loss-of-function alleles: the vit1-2 allele in isv1 mutant 99 
carries an amino acid change in the AtVIT1 protein leading to a non-functional protein, and 100 
the vit1-3 allele in isv2 mutant modifies the first intron splicing consensus sequence leading to 101 
non-functional RNAs or proteins. Whereas NRAMP3 and NRAMP4 are necessary for 102 
retrieving iron from vacuoles in the wild type background, they are not necessary for using 103 
iron in a VIT1 loss-of-function background. Actually, combining nramp3, nramp4 and vit1 104 
mutations modifies Fe localization at the tissue and subcellular levels. These changes likely 105 
account for the ability of vit1 mutations to rescue Fe mobilization and growth in the nr3nr4 106 
background. 107 
 108 
Material and Methods 109 
Plant materials  110 
Generation of nr3nr4 and vit1-1 T-DNA insertion mutants has been described previously 111 
(Kim et al., 2006; Ravet et al., 2009; Molins et al., 2012). To obtain the nramp3nramp4vit1-1 112 
triple mutant, the nr3nr4 was crossed with the vit1-1 mutant and the F2 progeny was analyzed 113 
by PCR genotyping to select homozygous plants at the 3 loci. 114 
Plant growth conditions 115 
Arabidopsis seedlings were grown on ABIS medium (containing 2.5 mM H3PO4, 5 mM 116 
KNO3, 2 mM MgSO4, 1 mM Ca(NO3)2, Murashige and Skoog microelements, 1% sucrose, 117 
1% Phytagel (primary root length experiment) or 0.7% Phytoagar (all other experiments), 1 118 
mM MES adjusted with KOH to pH 6.1). For Fe sufficient medium, 50 µM FeHBED was 119 
added after autoclaving. FeHBED was prepared as a 10 mM stock solution from FeCl3 120 
(Sigma, Saint Louis, MO) and HBED (N,N’-di(2-hydroxybenzyl)ethylene diamine-N,N’-121 
diacetic acid monochloride hydrate) (Strem Chemicals, Newburyport, MA). HBED was added 122 
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with a 10% excess to ensure that all Fe was chelated. To deplete the medium with Fe, Fe was 123 
omitted (primary root length experiment, “- Fe”) or Fe was omitted and 50 µM ferrozine [3-124 
(2-pyridyl)-5,6-bis (4-phenyl-sulfonic acid)-1,2,4-triazine] was added to the ABIS medium 125 
(all other experiments, “- Fe + 50 µM Fz”). Plates were placed vertically (primary root length 126 
experiment) or horizontally (all other experiments) in environmental growth chambers (Sanyo 127 
MLR-350, Morigushi, Japan) at 21°C with a 16 h photoperiod under 120 µmol photon·m-2·s-1. 128 
EMS mutagenized nr3nr4 population production and screening conditions 129 
A M0 population of 25 000 seeds of the nr3nr4 double KO mutant was treated with 0.15% of 130 
EMS during 16 h and rinsed 8 times with about 120 mL distilled water and one last time with 131 
500 mL distilled water to obtain M1 seeds. M1 seeds were sown by pool of 50 per pot and 132 
grown in a greenhouse to obtain batches of M2 seeds originating from 50 M1 seeds. 800 seeds 133 
of each M2 batch were sown on two 12*12 cm plates (corresponding to a density of 5-6 seeds 134 
by cm²) containing - Fe + 50 µM Fz ABIS medium. Seedlings able to grow on this medium 135 
were selected after 3, 4 or 7 days of germination and transferred first to Fe sufficient ABIS 136 
medium for recovery and then to pots and grown in the greenhouse to obtain M3 seeds. The 137 
inheritance of the suppressor phenotype was then tested by germinating M3 seeds on - Fe + 138 
50 µM Fz ABIS medium. 139 
Iron staining in embryos and seedlings during germination  140 
To examine iron localization in mature embryos and seedlings, Perls/DAB staining was 141 
performed according to Roschzttardt et al., 2009. Mature embryos were obtained by 142 
dissection of seeds imbibed in water, in the dark, at 4°C for one night. Seedlings used for 143 
monitoring iron mobilization during germination were sown on – Fe + 50µM Fz ABIS 144 
medium. 145 
Chlorophyll analysis 146 
After grinding the leaves in liquid nitrogen, pigments were extracted in 1 mL ethanol at room 147 
temperature for 30 min. After centrifugation at 19 000 g for 10 min at room temperature the 148 
supernatant was recovered and stored overnight at -20°C. The supernatant was then 149 
centrifuged at 19 000 g for 5 min at room temperature, pigment content was determined 150 
spectrophotometrically from the absorbance measured at 534, 643 and 661 (Porra et al., 151 
1989). 152 
VIT1 PCR amplification and sequencing 153 
Genomic DNA was extracted as described (Edwards et al., 1991). Primers VIT1_for2 (5’-154 
ACCACAAGACATGCAACAAAC-3’) and VIT1_rev1 (5’-TTCCCAC 155 
ACACACACTTCACAA-3’) were used to amplify the coding sequence of AtVIT1 gene. 156 
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Primers VIT1_for2, VIT1_rev1, VIT1_for3 (5’-GAATCTCTGCCACTTCAG-3’) and 157 
VIT1_rev3 (5’-CCTGAAACTGGTAAGACC-3’) were used to sequence the PCR amplicon 158 
(GATC, Köln, Germany). 159 
RNA extraction and RT-PCR analysis 160 
RNA was extracted from 12-15 green siliques using PowerPlant® RNA Isolation Kit (MO 161 
BIO Laboratories, Inc, Carlsbad, CA, USA) following manufacturer’s instructions. DNase 162 
treatment was performed by applying 5 µL RNAse free DNAse at 5 U/µL (MO BIO 163 
Laboratories, Inc, Carlsbad, CA, USA) on nucleic acid binding columns. RNA was eluted 164 
with 100 µL RNase-free water. One µg RNA was used for reverse transcription using the 165 
SuperScript III First-Strand Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) 166 
with random hexamers. For RT-PCR analysis, VIT1qPCRex1 (5’-CGGAGAAATC 167 
GTACGTGACA-3’) and VIT1qPCRex4 (5’-GTAACGGTATAAAACC GCCAAG-3’) were 168 
used to amplify VIT1 transcripts. Actin2_fwq (5’-GGTAACATTG TGCTCAGTGGTGG-3’) 169 
and Actin2_revq (5’-AGCATGAAGATTAAGGTCGTT-3’) were used to amplify actin as a 170 
reference. After an initial denaturation step of 5 min at 94°C, PCR amplification proceeded 171 
with 35 cycles (VIT1) or 25 cycles (ACTIN2) of denaturation (30 sec at 94°C), hybridation (30 172 
sec at 60°C) and extension (30 sec at 72°C) and a final extension of 5 min at 72°C. 173 
Functional expression in yeast 174 
S. cerevisiae strains used in this study were Δccc1 (MATa; ura3-53, leu2-3,112, trp1-1, his3-175 
11, ade2-1, can1-100, Δccc1::HIS3) and the corresponding WT, DY150 (Li et al., 2001). The 176 
mutated VIT1 version (or VIT1G77D) was generated using the QuikChange® II KL Site-177 
Directed Mutagenesis kit (Stratagene®, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) 178 
with mutagenic primers VIT1yeast_3-4-for (5’-179 
CCCATGGAGATAGCATCGGCCGCGACTTCGG-3’) and VIT1yeast_3-4_rev (5’-180 
CCGAAGTCGCGGCCGATGCTATCTCCATGGG-3’). 181 
Δccc1 cells were transformed with either the empty m3838 vector, as negative control, or 182 
plasmids containing VIT1 cDNA from Arabidopsis native or VIT1G77D (fused or not to GFP) 183 
under the control of the MET25 promoter by the lithium acetate method (Gietz et al., 1992; 184 
Kim et al., 2006). Transformed Δccc1 cells were selected on SD-Ura-His medium. 185 
Complementation of Δccc1 was tested by spotting serial dilutions of each yeast strain on SD-186 
Ura medium supplemented or not with 5 mM or 10 mM FeSO4. Plates were placed at 30°C 187 
for 2 days. 188 
Metal analyses in dry seeds 189 
Three or four replicates of about 20 mg of dry seeds were digested in 2 mL of 70% nitric acid 190 
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in a DigiBlock ED36 (LabTech, Italy) at 80°C for 1 h, 100°C for 1 h, and 120°C for 2 h. After 191 
dilution to 12 mL with ultrapure water, Ca, Fe, Mg, Mn and Zn contents of the samples were 192 
determined by atomic absorption spectrometry using an AA240FS flame spectrometer 193 
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). 194 
High-pressure freezing, Freeze substitution and embedding 195 
After mechanical removal of the seed tegument, the embryos were high-pressure frozen with 196 
hexadecane as cryoprotectant, in 200 µm depth carriers with EMPACT2 (Leica 197 
Microsystems). Freeze-substitution was performed in AFS2 (Leica Microsystems) in 2% 198 
glutaraldehyde in anhydrous acetone for 4 days adapted from (Otegui et al., 2002). Samples 199 
were infiltrated in Epon at RT as follow: 5% (v/v) resin in aceton (4 h), 10% resin (4 h), 25% 200 
resin (16 h), and 50, 75, and 100% resin (24 h at each concentration). Polymerisation was 201 
performed at 60°C for 18 h. 202 
Sectioning and EDX studies 203 
Cotyledons were sectioned along the transverse plane with a 45° HISTO diamond knife 204 
(Diatome). 500 nm sections were collected on formvar carbon-coated 75 mesh copper grids. 205 
Energy-dispersive X-ray (EDX) studies were performed with a JEOL JEM-1400 transmission 206 
electron microscope operating at 120 kV and equipped with SAMx silicon drift detector (10 207 
mm2, resolution 128 eV) with Peltier cooling system and IDFix software. Spectra were 208 
acquired for 120 s at 12,000 magnification at spot size 2 (2 µm beam diameter), with the 209 
section tilted 10° toward the detector. Iron data represent the integrated sum of net counts 210 
between 6.34 and 6.47 KeV (FeKα 6.4) and Manganese data between 5.83 and 5.96 keV 211 
(MnKα 5.9). Nets counts were obtained by subtracting the background from the peaks. Two 212 
samples per genotype were analyzed. For each section, we analyzed at least 5 endodermal 213 
cells and 5 subepidermal cells of the abaxial side of cotyledons. For each cell, spectra was 214 
obtained on globoids and in the cytosol. 215 
 216 




Identification of mutants displaying restored growth on low Fe in a mutagenized population of 219 
nramp3nramp4 seedlings 220 
Screening 288 000 M2 seeds representing the progeny of 18 000 M1 plants, we selected 127 221 
candidates of which 32 suppressors could be confirmed at the M3 generation. To classify the 222 
candidates, the iron distribution pattern of their embryos was determined using Perls/DAB 223 
staining (Roschzttardtz et al., 2009). On this basis, three classes could be established: most 224 
candidates displayed an iron distribution pattern similar to wild type (WT); in some 225 
candidates, no staining could be observed and 3 candidates displayed a disturbed iron 226 
distribution pattern.  227 
Identification of two new vit1 mutant alleles on the basis of their Fe distribution pattern 228 
Among the candidates, we focused on isv1 and isv2, which both display perturbed iron 229 
distribution in their embryos. In both isv1 and isv2, chlorosis and developmental arrest 230 
phenotypes of the nr3nr4 double mutant on low iron medium were partially suppressed 231 
(Figure 1A). When germinated on Fe sufficient medium, WT, nr3nr4, isv1 and isv2 seedlings 232 
contained equal amounts of chlorophyll. In contrast, under Fe deficient conditions, 233 
chlorophyll could not be detected in nr3nr4, whereas isv1 and isv2 seedlings contained 20.56 234 
and 18.22 pmol chlorophyll per plant respectively, which corresponds to about 13 and 11% of 235 
the content measured in WT seedlings in the same conditions (Col-0, Figure 1B). To quantify 236 
the impact of isv1 and isv2 mutations on seedling development after germination, we 237 
measured the primary root length of 12-day-old seedlings. As expected, root lengths were 238 
similar for all the genotypes under Fe sufficiency. On - Fe medium, isv1 and isv2 overcome 239 
the complete developmental arrest observed in nr3nr4 allowing root elongation to 74 and 54% 240 
of the WT respectively (Figure 1C). 241 
To determine whether isv1 and isv2 mutations are dominant or recessive, we backcrossed isv1 242 
and isv2 with nr3nr4. On - Fe medium, out of 90 seedlings of F2 generation from isv1xnr3nr4 243 
cross, 26.6% showed a suppressor phenotype and, out of 94 seedlings of F2 generation from 244 
isv2xnr3nr4 cross, 20.2% showed a suppressor phenotype. The segregations observed are 245 
compatible with recessive single locus based on Χ2 values 0.71 for isv1 and 0.28 isv2. 246 
Figure 2 shows that isv1 and isv2 mutant embryos display iron distribution patterns very 247 
similar to the pattern reported for the vit1-1 mutant (Roschzttardtz et al., 2009). We thus tested 248 
whether isv1 and isv2 carry a mutation in the AtVIT1 gene. We amplified and sequenced the 249 
VIT1 gene in isv1, isv2 and WT. Sequence analysis revealed that isv1 and isv2 carry 2 250 
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different point mutations corresponding to EMS mutagenesis in the VIT1 genomic sequence 251 
(Figure 3). In isv1, a change from G to A at nucleotide 243 led to an amino-acid change in the 252 
second predicted transmembrane domain: the glycine (G) 77 was replaced by an aspartate (D) 253 
(Figure 6A). In isv2, a G to A conversion at nucleotide 699 affected the predicted acceptor site 254 
for the splicing of the first intron. 255 
The triple knockout mutant nramp3nramp4vit1-1 recapitulated the phenotype of isv1 and isv2 256 
12 
 
on low Fe medium. 257 
To test whether loss of VIT1 function could suppress the nr3nr4 phenotype, we constructed 258 
the nr3nr4vit1-1 triple mutant by combining knockout insertion alleles of the three genes. On 259 
Fe deficient medium, the triple knockout mutant displayed a phenotype intermediate between 260 
the WT Col0 and nr3nr4 (Figures 1A, B, C), similar to isv1 and isv2. In agreement with a 261 
previous report showing a growth defect on alkaline soil (Kim et al., 2006), vit1-1 single 262 
mutant growth and greening was also impaired on Fe deficient medium. Its phenotype was 263 
intermediate between Col-0 and the triple mutant nr3nr4vit1-1. On Fe sufficient medium, 264 
vit1-1 was indistinguishable from WT Col0 (Figures 1A, B and C). Moreover, the iron 265 
distribution pattern revealed by Perls/DAB staining of nr3nr4vit1-1 was similar to the iron 266 
pattern in the vit1-1 single mutant, as observed in isv1 and isv2 (Figure 2). These results 267 
establish that loss of VIT1 function suppress the defects observed in nr3nr4 mutant 268 
germinated on low Fe medium. 269 
The mutations in AtVIT1 gene sequence are responsible of the suppressor phenotype in isv1 270 
and isv2 mutants. 271 
To confirm that the EMS mutations found in AtVIT1 gene in isv1 and isv2 are responsible for 272 
the suppressor phenotype on low Fe medium, we performed an allelic complementation test 273 
by crossing the triple knockout mutant nr3nr4vit1-1 with isv1 and with isv2. Allelic 274 
complementation tests allow determining whether two recessive mutants carry mutations in 275 
the same or in different genes. If the recessive mutations are in the same gene, the F1 276 
generation is expected to display the suppressor phenotype. In contrast, if the nr3nr4 277 
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phenotype is observed in F1 generation, the two recessive mutations causing the suppression 278 
are not in the same gene. We sowed F1 generation seeds from nr3nr4vit1-1 x isv1, nr3nr4vit1-279 
1 x isv2 and isv1 x isv2 crosses on - Fe medium (Figure 5). We observed that all seedlings 280 
display an intermediate phenotype reminiscent of the triple nr3nr4vit1 knockout or the isv1 281 
and isv2 mutants (Figure 4). Taken together, these results establish a causal link between the 282 
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mutations found in VIT1 gene in isv1 and isv2 and the suppressor phenotype; isv1 and isv2 283 
correspond to nr3nr4vit1-2 and nr3nr4vit1-3, respectively. 284 
The vit1-3 mutation prevents the production of functional AtVIT1 mRNA in isv2  285 
As isv2 (nr3nr4vit1-3) mutants carry a mutation in the acceptor site involved in the splicing of 286 
the first intron of VIT1, we investigated the effect of vit1-3 mutation on VIT1 mRNA using 287 
RT-PCR. Experiments were carried out using primers that amplify a fragment of VIT1 288 
spanning all three introns, and ACTIN2 as a reference gene. The results presented in Figure 5 289 
show an amplicon at the expected size (461 bp) for the spliced transcript in Col-0 and nr3nr4 290 
double mutants (band b) and no amplification at this size in vit1-1 mutant as expected. The 291 
high molecular weight band observed in Col0, nr3nr4 and nr3nr4vit1-3 (band a) corresponds 292 
to the size of genomic DNA (1359 bp) or to an unspliced version of the mRNA. An amplicon 293 
at the expected size (461 bp) for the spliced transcript (band b) was also observed in isv1 294 
(nr3nr4vit1-2). In nr3nr4vit1-3, two amplicons were present in addition to band a, one 295 
matching the size of a modified form of mRNA where the first intron is not spliced (band c, 296 
893 bp) and one at the expected size for the properly spliced RNA (band d). Sequencing of 297 
these amplicons confirmed the identity of the high MW band (c) and revealed that, in the band 298 
at the correct size (band d), 8 nucleotides are missing introducing a frame shift in the cDNA. 299 
In contrast, the sequence of the amplicon at the same size (b) in Col0, nr3nr4 and nr3nr4vit1-300 
2 corresponds to the predicted cDNA. Both mRNAs detected in nr3nr4vit1-3 contain 301 
premature stop codons and are predicted to give rise to proteins truncated after Tyr90 and 302 
Ser108, with homology to VIT1 interrupted after Gly85. The vit1-3 mutation led to the 303 
production of two non-functional mRNA of VIT1, while vit1-2 mutation did not impair VIT1 304 
mRNA production. 305 
The G77D mutation impairs the ability of AtVIT1 to transport Fe in yeast. 306 
To examine the iron transport activity of AtVIT1G77D (vit1-2), we compared the ability of 307 
AtVIT1 and AtVIT1G77D to complement the Δccc1 yeast mutant on high Fe medium. AtVIT1 308 
is a functional homologue of yeast ScCCC1 (Kim et al., 2006). The Δccc1 mutant is sensitive 309 
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to high extracellular iron concentrations and fails to grow on media containing elevated levels 310 
of iron (Li et al., 2001). In agreement with a previous report (Kim et al., 2006), Δccc1 yeast 311 
strain growth defect on 5 mM or 10 mM FeSO4 could be rescued by expression AtVIT1 or 312 
AtVIT1::GFP (Figure 6B). In contrast, Δccc1 yeast strain transformed with AtVIT1G77D or 313 
GFP::AtVIT1 G77D versions were not able to grow on media supplemented with high 314 
concentrations of FeSO4 (Figure 6B). Immunoblot using anti-VIT1 antibody did not reveal 315 
any difference between native VIT1 and VIT1G77D protein levels in Δccc1 (Figure 6C). 316 
Moreover, examination of VIT1-GFP by confocal microscopy did not provide any indication 317 
that the G77D mutation alters VIT1 localization (Figure 6D). Together, these results suggest 318 
that the G77 is a critical residue for VIT1 iron transport activity. 319 
Subepidermal iron stores are efficiently mobilized during germination in the absence of 320 
AtNRAMP3 and AtNRAMP4 321 
To understand by which mechanism mutations in AtVIT1 rescue the growth of nr3nr4 mutant 322 
seedlings on low iron, we examined the concentration and the fate of seed Fe stores in 323 
nr3nr4vit1-1.  Measurements of iron concentrations in seeds did not reveal any significant 324 
difference between Col0, nr3nr4, vit1-1 and nr3nr4vit1-1 (Supplemental data Table I). To 325 
monitor Fe mobilization, we performed Perls/DAB staining on seedlings grown on – Fe 326 
during the first seven days after germination (Figure 7). As previously reported (Roschzttardtz 327 
et al., 2009), in WT, the Perls/DAB staining around vascular tissues progressively disappeared 328 
after germination indicating that iron was mobilized (Figure 7). In parallel, cotyledons 329 
became green after 4 days. In contrast, the strong staining around the vasculature remained 330 
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even after 7 days in nr3nr4 double mutant seedlings, confirming that this mutant is unable to 331 
remobilize iron. This was associated with extreme chlorosis and a developmental arrest. In 332 
vit1-1 and nr3nr4vit1-1 mature embryos, iron stores are located in the subepidermal cells on 333 
the abaxial side of the cotyledons and in the cortex of the radicle. During the first week of 334 
seedling development, the corresponding Perls/DAB staining disappeared with similar 335 
kinetics, indicating that Fe is efficiently mobilized in both single and triple mutants (Figure 336 
7). Accordingly, vit1-1 and nr3nr4vit1-1 mutants were able to grow on – Fe medium and their 337 
cotyledons became green after 4 days. These data indicate that in the vit1-1 mutant 338 
background, Fe may be mobilized from subepidermal cells of cotyledons and in the cortex of 339 
the radicle even in the absence of NRAMP3 and NRAMP4. This result provides a mechanism 340 
for the suppressor effect of VIT1 loss of function mutations in nr3nr4.  341 
Subcellular localization of iron in cotyledon subepidermal cells 342 
Our results indicated that Fe stored in cotyledon subepidermal cells is efficiently mobilized 343 
during germination in the absence of AtNRAMP3 and AtNRAMP4. This raises the question 344 
of the compartment in which iron is stored in the absence of VIT1. Is iron localized in 345 
vacuolar globoids and mobilized by distinct vacuolar metal exporters or is it stored in a 346 
different compartment? To address this question, we examined the subcellular localization of 347 
Fe and Mn in cotyledons from wild type, vit1-1 and nr3nr4vit1-1 triple mutant dry seeds 348 
using Energy Dispersive X-ray analysis (EDX) coupled to Transmission Electron Microscopy 349 
(TEM). As expected from previous work (Lanquar et al., 2005; Kim et al., 2006; Punshon et 350 
al., 2012; Schnell Ramos et al., 2013), Fe was highly concentrated in vacuolar globoids of 351 
perivascular cells in wild type embryos; Mn could not be detected by EDX in this cell type 352 
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and was concentrated in globoids from subepidermal cells (Figure 8, 9). Manganese 353 
subcellular localization is consistent with a recent spectroscopic analysis demonstrating Mn 354 
association with phytate in seeds (Bruch et al., 2015). Iron was also detected in the cytosol of 355 
perivascular and subepidermal cells as well as in subepidermal globoids albeit at much lower 356 
levels than in perivascular cell globoids (Figure 8, 9). In vit1-1 mutant embryos, Fe and Mn 357 
were both concentrated in subepidermal cell globoids. Nevertheless, Fe could still be detected 358 
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at much lower levels in vit1-1 perivascular cell globoids as well as in the cytosol of both 359 
subepidermal and perivascular cells. Surprisingly, despite the similar pattern revealed by 360 
Perls/DAB staining in vit1-1 and nr3nr4vit1-1, the situation was different in the triple mutant: 361 
Fe was detected at similar low levels in globoids from subepidermal and perivascular cells 362 
(Figure 8, 9). Together with the results of Perls/DAB analysis indicating iron is concentrated 363 
in subepidermal cells, these data suggest that the subcellular of iron is modified in nr3nr4vit1-364 
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1 triple mutants. However, TEM EDX did not detect any increase in Fe in the cytosol of 365 
subepidermal cells in nr3nr4vit1-1 compared to vit1-1 or wild type (Figure 9). Manganese 366 
distribution was not affected by the mutations. Manganese was concentrated in subepidermal 367 
cell globoids in all the genotypes analyzed (Figure 8, 9). Interestingly, Mn was not present in 368 
all subepidermal cells: in about one third of subepidermal cells, Mn was not detected in 369 
globoids. In contrast to Fe, Mn could not be detected in the cytosol, irrespective of the cell 370 








In this work, we screened an EMS mutagenized population of nr3nr4 double mutant looking 375 
for mutations that suppress its chlorotic phenotype under Fe deficiency. We characterized two 376 
mutants in which loss of VIT1 function is responsible for the suppressor phenotype (Figure 377 
4). 378 
Novel mutations provide insights into AtVIT1 protein structure-function relationships 379 
Two distinct mutations were discovered in the VIT1 gene. In isv1, the vit1-2 mutation led to 380 
an amino acid change: Gly77, a hydrophobic residue with no lateral chain was replaced by 381 
aspartic acid, a polar residue with a bulky lateral chain. Analysis of VIT1 amino acid 382 
sequence with ARAMEMNON software predicts 5 alpha helices forming transmembrane 383 
domains (Gollhofer et al., 2011)(Figure 6A).  Gly77 would be localized in the middle of the 384 
second transmembrane domain. Moreover, sequence alignment reveals that this 385 
transmembrane domain, and specifically Gly77 is highly conserved in VIT1 homologues from 386 
a range of species (Supplemental data Figure 1). Previous studies have shown that Δccc1 387 
growth defect may be rescued by transformation with AtVIT1 and its homologues AtVTL1 388 
(Gollhofer et al., 2014), LeVIT1 (Kim et al., 2006), TgVIT1 (Momonoi et al., 2009), OsVIT1 389 
or OsVIT2 (Zhang et al., 2012). Expression in yeast indicates that the G77D mutation prevents 390 
Δccc1 rescue by AtVIT1 but does not alter AtVIT1 protein level or subcellular localization 391 
(Figure 6). It is likely that Gly77 might play a critical role in VIT1 transport function or 392 
indirectly in VIT1 interactions with membrane lipids, others transmembrane domains or other 393 
proteins. Residues important for the function of VIT1 protein family proteins have already 394 
been identified (Hakoyama et al., 2012).   LjSEN1, a VIT1 homologue is required for 395 
symbiotic nitrogen fixation by L. japonicum. Mutations A41V (sen1-1), R111K (sen1-2) and 396 
G191E (sen1-5) were shown to impair LjSEN1 function. However, whether these mutations 397 
affect LjSEN1 stability, localization or transport function was not investigated and none of 398 
these residues corresponds to Gly77 in LjSEN1 sequence (Supplemental Figure 1).  399 
In isv2, the vit1-3 mutation led to a change in the 3’ splicing consensus sequence of the first 400 
intron (Figures 3 and 5). Two forms of RNA could be detected in nr3nr4vit1-3. In the first 401 
one, the first intron is unspliced and in the other one, the intron is mis-spliced; for this second 402 
RNA form, a cryptic acceptor site located 8 nucleotides downstream of the mutation in the 403 
second exon is used, which causes a frameshift (Figure 5). Both RNA forms introduce 404 
premature stop codons and are expected to produce nonfunctional proteins. This combination 405 
of a 3’ shift in the first AG downtsream form and unspliced form has already been described 406 
in the cop1-11 mutant (McNellis et al., 1994). 407 
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VIT1, AtNRAMP3 and AtNRAMP4 define a functional module for iron storage in endodermal 408 
cells.  409 
Our study provides the first genetic evidence that AtVIT1, AtNRAMP3 and AtNRAMP4 410 
function in the same pathway by demonstrating epistatic relationship between vit1 and nr3nr4 411 
mutations.  In the WT embryo, about 50% of Fe stores is localized in endodermal cells, where 412 
AtVIT1, AtNRAMP3 and AtNRAMP4 are expressed (Kim et al., 2006, Lanquar et al., 2005). 413 
Our TEM EDX data confirm that, in this cell type, the main site for iron storage is the 414 
vacuole. Furthermore the present work indicates that the AtVIT1/AtNRAMP3/AtNRAMP4 415 
functional module is essential for iron storage in this specific cell type (Figure 8, 10). This 416 
module may be conserved in other species. In seeds of Phaseolus species, Fe is also 417 
concentrated around vascular tissues, similar to the situation encountered Arabidopsis 418 
thaliana seeds (Cvitanich et al., 2010). In cereals, such as rice or wheat, a major part of seed 419 
Fe is stored in the aleurone layer (Johnson et al., 2011) and Fe was found to be associated to 420 
globoids in this cell layer in wheat (Lott and Spitzer, 1980). The molecular players involved in 421 
loading and remobilization have not so far been identified in species other than Arabidopsis 422 
thaliana.  423 
A range of phenotypes associated with the localization of Fe stores in embryos and their 424 
mobilization 425 
The phenotypes observed on iron deficient medium may be ranked on the basis of their 426 
severity: WT>>vit1-1>nr3nr4vit1-1 = nr3nr4vit1-2 = nr3nr4vit1-3 >>nr3nr4. In our 427 
conditions, WT seedlings are not chlorotic under Fe deficient conditions, at least not during 428 
the first week after germination (Figure 1). This indicates that seed Fe stores are sufficient for 429 
the initial stages of development. At the other end, nr3nr4 seedlings are highly chlorotic and 430 
their development is fully arrested under iron deficiency (Figure 1). This confirms that 431 
retrieval of vacuolar Fe stores is essential for seedling development (Lanquar et al., 2005). As 432 
previously described (Kim et al., 2006), vit1 seedlings were also chlorotic when germinated 433 
under iron deficiency (Figures 1). However this phenotype was clearly milder than that of the 434 
nr3nr4 double mutant: despite the chlorosis, vit1-1 mutant roots reach the same size as the 435 
WT after 2 weeks (Figure 1C). Our results indicate that Fe is readily mobilized from 436 
cotyledon subepidermal cells and root cortical cells in vit1-1 (Figure 7, 10). Therefore, the 437 
vit1 phenotype did not results from a defect in Fe mobilization but rather from Fe being 438 
released at the wrong location. 439 
Interestingly, nr3nr4vit1-2 (isv1), nr3nr4vit1-3 (isv2) and nr3nr4vit1-1 triple knockout 440 
displayed a phenotype intermediate between vit1-1 and nr3nr4. Importantly, seedlings of 441 
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these mutants contained detectable levels of chlorophyll and their root elongated, which is not 442 
the case for nr3nr4 double mutant. Moreover, their Fe stores were mobilized from cotyledon 443 
subepidermal cells and root cortical cells as efficiently as in the vit1-1 single mutant (Figure 444 
7). This indicates that these cell types mobilize Fe independently of AtNRAMP3 and 445 
AtNRAMP4 (Figure 10).  446 
The origin of the difference between the phenotypes of vit1-1 single mutant and nr3nr4vit1-1 447 
triple mutant might reside in the remobilization of the low concentration Fe pool that is not 448 
visualized by Perls/DAB staining. Schnell Ramos et al. (2013) have reported that only 50% of 449 
Fe in the embryo is located in the highly concentrated areas, endodermis in wild type or 450 
cotyledon subepidermal cells in vit1-1 and Fe is present at lower concentrations in all embryo 451 
cell types. Whereas AtVIT1 expression is restricted to the vasculature (Kim et al., 2006), 452 
AtNRAMP3 and AtNRAMP4 expression patterns extend to whole cotyledons (Lanquar et al., 453 
2005). Inability to remobilize the low concentration iron pool in nr3nr4vit1-2 (isv1), 454 
nr3nr4vit1-3 (isv2) and nr3nr4vit1-1 and nr3nr4vit1-1 mutants may account for their more 455 
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severe phenotypes compared to vit1-1 single mutant. High resolution techniques will be 456 
needed to monitor Fe localization and speciation in dry seeds and during germination to solve 457 
this issue. 458 
Is storage in vacuolar globoids bypassed in nramp3nramp4vit1-1 cotyledons? 459 
Here, with TEM-EDX imaging we conclusively identified the site of iron storage within 460 
cotyledon subepidermal cells and root cortical cells in vit1-1 as vacuolar globloids. However, 461 
there was a discrepancy between the iron pattern revealed by Perls/DAB staining and the 462 
TEM EDX data for the nr3nr4vit1-1 triple mutant (Figure 2, 8, 9). The pattern revealed by 463 
Perls/DAB staining mimicked that of vit1-1 mutant. In contrast, TEM EDX detected similar 464 
Fe levels in perivascular and subepidermal cells in the triple mutant (Figure 8, 9). This 465 
suggests that part of the Fe visualized by Perls/DAB is not associated to vacuolar globoids. 466 
This Fe pool may be localized in a different compartment that is either to diffuse for detection 467 
by TEM-EDX or is washed out during the preparation of section for this technique. The more 468 
severe phenotype observed in nr3nr4vit1-1 compared to vit1-1 during germination might be 469 
due to differences in Fe subcellular localization and/or speciation in subepidermal cells in 470 
these two mutants (Figure 8, 9). In any case, the TEM EDX data suggest that Fe subcellular 471 
localization and/or speciation is distinct in vit1-1 and namp3nramp4vit1-1. Determining the 472 
identity of the Fe pool in nr3nr4vit1-1 subepidermal cells will be a challenge for future 473 
studies. The difference between vit1-1 and namp3nramp4vit1-1 observed in dry seeds 474 
indicates that AtNRAMP3 and AtNRAMP4 in Fe transport not only during germination but 475 
also during embryogenesis. 476 
Conclusion 477 
The results reported in this manuscript genetically demonstrate the functional link between 478 
AtVIT1, AtNRAMP3 and AtNRAMP4. These three genes define a functional module active 479 
in cells that surround the vasculature in the embryo. The function of this module is essential 480 
for optimal seedling establishment under Fe deficient conditions. Moreover, our data allow a 481 
functional dissection of the different Fe pools present in the Arabidopsis embryo and 482 
determine their relevance for germination in environments where Fe is poorly available. 483 
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Figure Legends 581 
Figure 1: isv1 (nr3nr4vit1-2), isv2 (nr3nr4vit1-3) and nr3nr4vit1-1 suppress chlorosis and 582 
developmental arrest phenotypes of nr3nr4 on low iron medium after germination. A, 5 583 
day-old grown in ABIS medium without iron (- Fe +50 µM Ferrozine) or with iron (+ 50 µM 584 
Fe) seedlings of WT (Col0), nr3nr4, vit1-1, nr3nr4vit1-1, isv1 and isv2 candidates. Scale bar: 585 
1 mm. B, Total chlorophyll content. C, Primary root length of 12 day-old grown in ABIS 586 
medium without iron (- Fe) or with iron (+ 50 µM Fe) seedlings of WT (Col0), nr3nr4, vit1-1, 587 
nr3nr4vit1-1, isv1 and isv2 candidates. 588 
 589 
Figure 2: isv1 (nr3nr4vit1-2), isv2 (nr3nr4vit1-3), nr3nr4vit1-1 and vi1-1 single T-DNA 590 
mutant display similar iron distribution patterns in embryos. Perls/DAB staining of 591 
embryos from Col0, nr3nr4, vit1-1, nr3nr4vit1-1, isv1 and isv2 mature seeds. 592 
 593 
Figure 3: isv1 and isv2 carry mutations in the VIT1 gene. Position of isv1 and isv2 594 
mutations and T-DNA insertion of the vit1-1 mutant on the VIT1 genomic DNA sequence 595 
(black bars stand for exons, black lines for introns and mutations are indicated in red). 596 
 597 
Figure 4: The suppressor phenotype of isv1 (nr3nr4vit1-2), isv2 (nr3nr4vit1-3) candidates 598 
is caused by the mutations in VIT1. Four day-old seedlings grown in ABIS medium without 599 
iron (- Fe +50 µM Ferrozine) of WT, nr3nr4 and F1 from crosses between nr3nr4vit1-1 and 600 
isv1, nr3nr4vit1-1 and isv2 or between the 2 candidates. 601 
 602 
Figure 5: Effects of vit1-2 and vit1-3 mutations on VIT1 mRNA structure. RT-PCR on 603 
cDNA from siliques of nr3nr4, nr3nr4vit1-1, nr3nr4vit1-2 and nr3nr4vit1-3. Four different 604 
types of amplicons have been detected and sequenced: (a) residual genomic DNA or 605 
unspliced RNA, (b) mature mRNA, (c) mRNA with unspliced first intron and, (d) mis-spliced 606 
mRNA missing 8 nucleotides at the beginning of second exon. 607 
 608 
Figure 6 : The VIT1 G77D transporter encoded by the vit1-2 allele does not rescue the 609 
Δccc1 yeast mutant. 610 
A, Predicted topology of the VIT1 transporter. Localization of  Glycine 77 in the middle of 611 
the second transmembrane domain. B, Yeast drop test. AtVIT1, AtVIT1G77D and the 612 
corresponding GFP fusion proteins were expressed in Δccc1 mutant. The complementation 613 
was scored by spotting serial dilutions of yeast cultures on selective medium (SD -Ura) 614 
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supplemented or not with 5 mM or 10 mM of FeSO4. WT strain (DY150) and Δccc1 mutant 615 
transformed with an empty vector are used as controls. C, Immunoblot with antibody against 616 
VIT1 on protein extracts from strains used for the drop test. As the time for detection of GFP 617 
fusion protein is longer than for the native version, two exposures are shown: At the top, blot 618 
exposed 7 min and at the bottom, blot exposed 30 sec.  619 
D, Localization of the GFP fluorescence signal in Δccc1 yeast mutant cells transformed with 620 
the WT or G77D version of VIT1-GFP by confocal microscopy.  621 
 622 
Figure 7: Iron stores are efficiently remobilized during vit1-1 and nr3nr4vit1-1 mutant 623 
seedling development. Seedling development and iron localization were monitored in 624 
parallel during the 7 first days after sowing. For each panel, at the top, pictures of seedlings 625 
on low iron medium (ABIS – Fe + 50 µM Fz) and at the bottom, Perls/DAB staining of Col0, 626 
nr3nr4, vit1-1 and nr3nr4vit1-1 (from left to right) 1, 4 or 7 days after transfer to the growth 627 
chamber. Scale bar: day 1 = 100 µm, day 4 = 1 mm, day 7 = 1 mm. 628 
 629 
 630 
Figure 8: Less Fe is associated to vacuolar globoids of subepidermal cells in the 631 
nramp3nramp4vit1-1 than in the vit1-1 mutant. Analysis of Fe and Mn content in vacuolar 632 
globoids in embryo from dry seeds using TEM-EDX. A, TEM micrograph of a 500 nm thick 633 
transverse section through a cotyledon. B, schematic representation of the section. EN, 634 
endodermal/bundle sheath cell (red). SE, subepidermal cell (orange). C-H representative 635 
spectra at the energies of Mn and Fe emissions with beam focused on globoids from bundle 636 
sheath cells (C, E, G) or subepidermal cells (D, F, H) in wild type (C, D), vit1-1 (E, F) or 637 
nr3nr4vit1-1 (G, H). 638 
 639 
Figure 9: EDS analysis does not detect high Fe concentrations in nramp3nramp4vit1-1 640 
globoids or cytoplasm from subepidermal cells. Spectra were obtained by TEM EDX in 641 
globoids or cytoplasm in perivascular or subepidermal cells of cotyledons. Boxplots show the 642 
integrated sum of net counts between 6.34 and 6.47 KeV for Fe (FeKα 6.4, A) and between 643 
5.83 and 5.96 keV for Mn (MnKα 5.9, B). Nets counts were obtained by subtracting the 644 
background from the peaks. Data are presented as median, boxes show 25-75 percentile and 645 
wiskers show minimal and maximal values. White box: col-0, light grey: vit1-1, dark grey: 646 
nr3nr4vit1-1. Different letters denote statistically significant differerence between samples 647 






Figure 10:  Working model for VIT1 and NRAMP3/NRAMP4 during seed development, 652 
maturation and germination in Arabidopsis thaliana embryo (transversal section). Bundle 653 
sheath and endodermal cells are highlighted in red. Subepidermal cells are highlighted in 654 






Ca Fe Mg Mn Zn
Col0 4200 ± 208 78 ± 5 3192 ± 79 32 ± 4 58 ± 5
nr3nr4 4590 ± 288 73 ± 1 3247 ± 106 34 ± 3 59 ± 7
vit1-1 4445 ± 329 80 ± 13 3373 ± 87 33 ± 3 62 ± 5
nr3nr4vit1-1 4546 ± 176 65 ± 2 3153 ± 125 32 ± 1 67 ± 14
Supplemental table I: Metal concentrations in seeds (mg.kg-1 DW) measured by Atomic 
Absorption Spectrometry.  
Supplemental figure 1: Protein alignement of  VIT1 homologues from yeast
(ScCCC1c), Arabidopsis (AtVIT1), rice (OsVIT1.1 and OsVIT1.2), tulipa (TgVIT1), 
Lotus japonicus (LjSEN1) and soybean/Glycine max (GmNODULIN-21). Red box: 
G77 conserved residue mutated in isv1. Purple boxes: residues mutated in sen mutants 




CONCLUSION GÉNÉRALE et PERSPECTIVES 
 
1. Conclusion, apports du travail de thèse 
Cette thèse a porté sur la recherche des mutations suppresseurs du phénotype du 
double mutant nramp3nramp4 lors de sa germination sur milieu carencé en fer. Cette 
approche a été mise en place pour identifier de nouveaux acteurs moléculaires contrôlant le 
stockage et la disponibilité du fer dans la graine. 
La découverte de deux allèles mutants dans le gène VIT1 a permis de valider cette 
stratégie : le crible a isolé des mutants dans le gène codant un transporteur déjà connu pour 
jouer un rôle dans le stockage du fer dans la graine. 
À l’heure actuelle, en plus des mutants isv1 et isv2 caractérisés de manière 
approfondie et présentés dans le chapitre 2, sept candidats sont prêts à être étudiés à court 
terme : pour chacun d’eux, le phénotype suppresseur a été vérifié à la génération M3, les 
rétrocroisements ont été réalisés, le génotype double mutant nramp3nramp4 des plantes F1 a 
été vérifié et la ségrégation du phénotype peut être analysée en utilisant les graines de 
génération F2 disponibles. La ségrégation sera vérifiée sur milieu carencé en fer afin de 
déterminer le caractère dominant ou récessif de la mutation. S’il s’avère que la mutation 
responsable du caractère suppresseur est récessive, des plantes montrant un phénotype 
suppresseur de cette génération pourront être utilisées pour séquençage haut-débit dans les 
prochains mois.  
À ces candidats s’ajoutent les mutants isv3 et isv4 dont l’étude est à reprendre au 
niveau des M3 puisque l’analyse des croisements antérieurs a révélé des contaminations par 
des allèles sauvages d’AtNRAMP3 ou d’AtNRAMP4. Ces deux mutants présentent des intérêts 
spécifiques justifiant la reprise de leur étude : isv3 dont la répartition du fer dans la graine 
ressemble à celui de vit1-1 sans que le gène VIT1 ne soit affecté, pourrait donner des 
informations sur la régulation de VIT1 ; d’autre part, isv4 est le mutant qui présente le 








2. Perspectives sur la caractérisation de VIT1 
 2.1. Fonction de la protéine VIT1 
L’identification du locus suppresseur des mutants isv1 et isv2 a été permise par la 
détermination du patron de distribution du fer à l’aide de la coloration au Perls/DAB. Deux 
nouveaux allèles mutants dans le gène VIT1 ont ainsi été mis en évidence.  
La mutation vit1-2 met en lumière l’importance de la glycine 77 pour la fonction du 
transporteur. Ce résidu glycine s’avère conservé dans le règne végétal et chez l’orthologue de 
Saccharomyces cerevisiae CCC1.  
Alors qu’elle est exprimée à un niveau cellulaire équivalent à la version native et que 
sa localisation n’est pas affectée, l’incapacité de la version G77D de VIT1 à complémenter la 
souche mutante Δccc1 indique que la G77 est essentielle pour la fonction de transport. Les 
analyses in silico prédisent que la protéine VIT1 contient seulement 5 domaines 
transmembranaires. La plupart des transporteurs de métaux connus à ce jour comportent 8 à 
12 domaines transmembranaires [ZIP (Guerinot, 2000), HMA (Heavy Metal P-type ATPase) 
(Argüello et al., 2007), NRAMP (Ehrnstorfer et al., 2014)]. CTR1 (Copper Transporter 1) et 
ses homologues qui ne comportent que 3 domaines transmembranaires constituent une 
exception mais il a été montré qu’ils fonctionnent sous la forme de trimères (De Feo et al., 
2009). Nous proposons que le transporteur VIT1 et ses homologues pourraient aussi 
fonctionner sous forme de multimères. Cette hypothèse pourrait notamment rendre compte de 
l’observation que VIT1-GFP complémente plus efficacement la souche mutante Δccc1 que la 
version native. On sait en effet que la GFP tend à former des dimères (Phillips, 1997). Elle 
pourrait donc stabiliser des multimères fonctionnels de VIT1. Dans cette hypothèse, la glycine 
77 au cœur du deuxième domaine transmembranaire pourrait être impliquée dans l’interaction 
entre les sous-unités. Pour tester cette possibilité, il serait possible d’utiliser les techniques de 
« split ubiquitine » en levures ou de Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) en 
cellules végétales. Si l’hypothèse est juste, ces approches devraient révéler les interactions, 
entre VIT1 et lui-même, qui pourraient être abolies chez le mutant G77D. Si VIT1 fonctionne 
sous forme multimérique, on s’attend par ailleurs à ce que, in planta, la protéine VIT1 G77D 
ait un effet « dominant négatif » en perturbant l’assemblage ou la fonction des multimères de 
VIT1, comme c’est le cas pour les sous-unités mutantes de canaux potassiques qui 
fonctionnent sous forme de tétramères (Ranganathan et al., 1996). Si l’hypothèse est juste, on 
devrait observer un phénotype vit1 partiel chez les hétérozygotes VIT1/vit1-2. En effet, si 
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VIT1 fonctionne sous forme de dimère et que les sous-unités sauvage et mutante sont 
produites en quantité égale, on ne s’attend à obtenir qu’un quart de dimères fonctionnels. Il 
sera donc au préalable important de vérifier que la protéine VIT1 G77D est produite chez le 
mutant isv1 au même niveau que chez le type sauvage en réalisant des expériences d’immuno-
détection grâce à l’anticorps anti-VIT1 disponible. Cependant, les essais menés jusqu’à 
maintenant n’ont pas permis de détecter la protéine VIT1 dans un extrait de protéines de 
siliques de type sauvage. Suivant le même raisonnement, on devrait pouvoir générer un 
phénotype vit1 en surexprimant vit1-2 chez le type sauvage. 
 2.2. Régulation de VIT1 
Le candidat isv3 présente, comme isv1 et isv2, une modification du patron de 
distribution du fer dans l’embryon semblable à celle observée chez le mutant vit1-1. 
Cependant, chez isv3, aucune mutation n’a été détectée dans la séquence codante de VIT1. Le 
mutant isv3 représente donc vraisemblablement un excellent outil pour aborder l’étude de la 
régulation de VIT1. Plusieurs pistes pourraient expliquer que ce mutant mime une perte de 
fonction dans VIT1. Il se peut qu’une mutation dans le promoteur de VIT1 affecte la liaison 
d’un facteur de transcription nécessaire à l’expression de VIT1. La mutation isv3 pourrait 
aussi affecter le locus VIT1 au niveau épigénétique, en influençant, par exemple, la 
méthylation de son promoteur. Pour tester ces possibilités, on pourra mesurer le niveau de 
transcrits de VIT1 et séquencer le promoteur de VIT1 en utilisant éventuellement une 
technique sensible à la méthylation. Ce n’est pas la seule hypothèse : la mutation isv3 pourrait 
affecter la stabilité ou la localisation de la protéine VIT1. Pour tester ces dernières 
hypothèses, on pourra utiliser l’anticorps anti-VIT1 disponible pour réaliser des expériences 
d’immuno-détection et d’immuno-localisation de VIT1. On pourra également tester l’effet de 
la mutation isv3 sur la localisation de VIT1 en introduisant dans le mutant isv3 une version 
VIT1 fusionnée à la GFP. Toutes ces hypothèses sont captivantes mais il faudra, dans un 
premier temps, confirmer le génotype double mutant nramp3nramp4 du candidat isv3. 
 2.3. Signification fonctionnelle du patron de répartition dans l’embryon 
Grâce aux mutants isv1, isv2 et au triple mutant nramp3-2nramp4-2vit1-1, nous avons 
démontré la relation épistatique existant entre les trois gènes codant les transporteurs AtVIT1, 
AtNRAMP3 et AtNRAMP4. Ces trois protéines constituent un module fonctionnel 
responsable du stockage et de la mobilisation du fer vacuolaire autour des tissus vasculaires 
de l’embryon lors de son développement puis à sa germination. Les différents triples mutants 
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nramp3nramp4vit1 et le simple mutant vit1-1 sont capables de se développer sur milieu 
carencé en fer malgré la perturbation de la distribution du fer dans leur embryon. Cependant, 
ils synthétisent très peu de chlorophylle par rapport au type sauvage. Nous avons vérifié que 
les contenus en fer des graines matures du triple mutant knockout nramp3-2nramp4-2vit1-1 et 
du mutant vit1-1 ne sont pas modifiés par apport au type sauvage. Il serait important de le 
vérifier également pour les graines des mutants isv1 et isv2. Ces observations posent la 
question de la signification fonctionnelle de la localisation du fer autour des tissus vasculaires. 
Le fer stocké dans les cellules sous épidermiques peut être mobilisé lors de la germination 
mais ce lieu de stockage ne permet pas une mise en place optimale de l’appareil 
photosynthétique lors des étapes précoces du développement.  
Il serait intéressant de compléter la caractérisation des mutants isv1 et isv2 par des 
expériences de complémentation fonctionnelle par transgénèse. Au cours de cette thèse, des 
plantes isv1 et isv2  ont effectivement été transformées avec des constructions exprimant 
l’ADNc de VIT1 fusionné ou non à la GFP sous le contrôle du promoteur fort et constitutif 
CaMV 35S. Nous avons observé une réversion du phénotype en T2 : les plantes transformées 
présentaient un phénotype sensible à la carence en fer semblable à celui du double mutant 
nramp3nramp4. Cependant, ce phénotype n’est pas maintenu dans la génération T3, sans 
doute à cause du phénomène d’extinction de transgène. C’est pourquoi les résultats ne sont 
pas présentés. Afin d’éviter ce phénomène, une nouvelle construction devrait être créée en 
utilisant le promoteur VIT1 endogène au lieu du 35S. Néanmoins, les plantes transgéniques de 
la génération T2 ont apporté des informations intéressantes : en effet, l’expression de VIT1 
restaure le phénotype d’arrêt de croissance nramp3nramp4 sur milieu pauvre en fer sans 
restaurer le patron de distribution du fer de nramp3nramp4. Les plantes complémentées 
dissocient donc la localisation des réserves en fer et la capacité de l’embryon à les utiliser. 
La perturbation de la localisation du fer dans l’embryon rencontrée chez le simple 
mutant vit1 et les différents triples mutants soulève la question de l’identité des transporteurs 
impliqués dans le stockage et la mobilisation du fer vacuolaire dans les cellules sous 
épidermiques des cotylédons. Pour entreprendre la recherche des transporteurs impliqués dans 
la mobilisation du fer stocké dans les cellules sous épidermiques, une approche génétique 
possible serait la recherche de mutants amplifiant le phénotype de vit1-1. Une autre approche 
pourrait consister à tester des gènes candidats. Le choix des gènes candidats peut être réalisé 
suivant plusieurs critères. Comme on sait que les cellules sous épidermiques sont le lieu de 
stockage du manganèse dans la graine et que le Mn et le Fe peuvent souvent être transportés 
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par les mêmes systèmes, les gènes codant des transporteurs de Mn exprimés dans la graine 
représentent de bons candidats. Il serait également possible de croiser in silico les données 
disponibles d’expression au cours de l’embryogénèse, au stade graine mature et au début de la 
germination, avec la liste des protéines vacuolaires pour lesquelles une fonction de transport 
de métaux est prédite. La disponibilité de données transcriptomiques spécifiques des 
différentes couches cellulaires de l’embryon mature d’Arabidopsis, qui pourrait être obtenue 
par ablation laser par exemple, augmenterait grandement la spécificité de cette approche. Pour 
analyser le rôle des gènes candidats dans le transport du fer, les mutants de ces gènes devront 
être étudiés dans le fond mutant vit1-1.  
3. Perspectives ouvertes par les autres candidats 
Au-delà de l’étude de VIT1 et de sa régulation, les autres candidats sélectionnés 
ouvrent potentiellement de nouvelles pistes de recherche. La détermination de la mutation 
responsable du phénotype suppresseur chez ces candidats pourra être obtenue par séquençage 
haut-débit de populations F2 issues de rétrocroisements. Ces candidats présentent soit un 
patron de distribution du fer dans l’embryon semblable à celui du sauvage, soit une absence 
de coloration Perls/DAB du fer dans l’embryon. 
Cette deuxième catégorie est particulièrement intrigante. Comment des embryons 
apparemment dépourvus de fer peuvent ils se développer sur un milieu pauvre en fer ? La 
possibilité la plus triviale est qu’une modification de la cuticule entourant l’embryon empêche 
la pénétration des colorants dans l’embryon. Une autre possibilité est que ces embryons 
contiennent du fer mais sous une forme qui n’est pas colorable par le Perls/DAB. C’est le cas 
par exemple du fer hémique (Meguro et al., 2007). Pour tester ces hypothèses, plusieurs 
approches sont possibles : on pourra, dans un premier temps, mesurer la concentration en fer 
dans les graines de ces mutants pour voir si elle est plus faible que chez le type sauvage. Dans 
un second temps, on pourra localiser le fer par d’autres approches qui ne sont pas sensibles à 
la spéciation : le µPIXE (micro Particule Induced X-ray Emission) et la sXRF (synchrotron 
radiation induces X-Ray Fluorescence) (Ramos et al., 2013, Cvitanich et al., 2010, Kim et al., 
2006). S’il s’avère que ces embryons non colorés par le Perls/DAB contiennent effectivement 
du fer, il serait intéressant de déterminer sa spéciation, en utilisant par exemple la 
spectroscopie d’absorption des rayons X (XAS). Une troisième possibilité est que le fer ne 
pénètre pas dans l’embryon mais qu’il reste localisé dans les téguments ou dans l’albumen 
résiduel de la graine. L’observation de la coloration Perls/DAB dans les résidus extérieurs à 
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l’embryon chez certains mutants dont l’embryon n’est pas marqué par le Perls/DAB est en 
faveur de cette hypothèse. Dans ce cas, ces mutants pourraient apporter des informations sur 
les mécanismes d’absorption du fer par l’embryon. À l’inverse, les connaissances récentes 
acquises sur ce mécanisme pourront aider à l’analyse de ces mutants : on sait que le fer est 
apporté à l’embryon sous la forme de Fe(III)-citrate, que le transporteur AtFRD3 joue un rôle 
dans la fourniture du citrate dans le milieu entourant l’embryon et enfin que la sécrétion 
d’ascorbate par l’embryon est requise pour réduire le Fe(III) en Fe(II) avant son absorption 
(Grillet et al., 2013, Roschzttardtz et al., 2011). Il sera donc intéressant de vérifier si ces 
mécanismes sont affectés chez les mutants dont les embryons ne sont pas colorés par le 
Perls/DAB. 
Pour les mutants chez lesquels le patron de distribution du fer n’est pas modifié, on 
pourra suivre la dynamique de mobilisation des stocks de fer au cours de la germination en 
réalisant des colorations au Perls/DAB à différents stades depuis l’imbibition des graines 
jusqu’à un stade de plantule âgée d’une dizaine de jours, comme nous l’avons fait dans le cas 
du mutant nramp3-2nramp4-2vit1-1. Afin d’atteindre un échelle tissulaire/cellulaire, on peut 
envisager de réaliser la coloration au Perls/DAB sur des coupes fines de graines comme décrit 
par Roschzttardtz et al., en 2009. Si le patron est conservé à cette échelle, il sera nécessaire 
d’étudier la localisation du fer à l’échelle subcellulaire. Ceci est possible en employant la 
microscopie électronique couplée à la fluorescence X (EDX). Cette technique a permis de 
montrer que le fer est associé aux globoïdes vacuolaires dans les cellules de l’embryon 
(Lanquar et al., 2005, Mary et al., en cours de préparation). Il sera important aussi de se poser 
la question de la spéciation du fer dans les embryons de ces mutants. Cette question peut être 
abordée par une approche spectroscopique (XAS) ou par une approche biochimique couplant 
la séparation de biomolécules et l’analyse élémentaire (LC-ICP MS). 
4. Faut-il poursuivre le crible ? 
Notre stratégie de crible a jusqu’alors sélectionné de nombreux candidats pour n’en 
confirmer qu’une faible fraction. Après ce travail de thèse, il est important de se poser la 
question de la poursuite du crible. Presque la moitié des graines M2 obtenues après la 
mutagénèse EMS du mutant nramp3nramp4 restent à cribler. Ceci pourrait avoir deux 
intérêts : d’une part cela pourrait permettre l’identification de nouveaux loci, d’autre part cela 
pourrait permettre d’identifier de nouveaux allèles pour les loci déjà identifiés. Les groupes de 
complémentation allélique n’ont pas été construits et on ne connaît donc pas encore le nombre 
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de loci identifiés par le crible jusqu’à présent. Il est donc difficile de prévoir que la poursuite 
du crible permettrait d’en découvrir d’autres.  
Deux allèles mutants ont été identifiés dans VIT1. Le travail réalisé a mis en évidence 
l’intérêt de ces mutants pour comprendre les relations structure-fonction dans la protéine 
VIT1. Il est probable que la poursuite du crible permettrait d’identifier de nouveaux allèles 
mutants de VIT1 et améliorerait nos connaissances sur VIT1. Si la poursuite du crible a un 
intérêt indéniable, il paraît plus urgent de valider les mutants déjà obtenus et de les classer par 
groupes de complémentation.  
5. Suppression des autres phénotypes du mutant nramp3nramp4 
Le crible utilisé au cours de cette thèse est fondé sur la suppression des phénotypes des 
plantules du double mutant nramp3nramp4 lors de leur développement sur un milieu pauvre 
en fer. De nombreux autres phénotypes de ce mutant ont été décrits à différentes étapes de son 
développement. Le double mutant nramp3nramp4 est hypersensible au cadmium (Oomen et 
al., 2009, Molins et al., 2013), sa croissance est ralentie sur milieu carencé en manganèse 
(Lanquar et al., 2010) et sa résistance à une infection par Erwinia chrysantemi est diminuée 
(Segond et al., 2009). Les mutations isv suppriment-elles aussi ces autres phénotypes ? Dans 
le contexte d’applications en biofortification, il serait préférable d’identifier des acteurs 
spécifiques de la graine n’ayant pas d’effet pléiotrope aux autres étapes de développement. 
C’est le cas de VIT1 dont l’expression est spécifique de la graine en développement. Il a été 
montré au laboratoire que la mutation vit1-1 n’affecte pas la tolérance au cadmium (Jérôme 
Giraudat, données non publiées). Il sera intéressant de tester l’effet des autres mutations 
suppresseurs identifiées par ce crible sur les multiples phénotypes du mutant nramp3nramp4. 
6. Conclusion 
Cette recherche a pour but d’obtenir de nouvelles connaissances exploitables dans le 
futur pour la biofortification de graines consommées comme celles de riz, de maïs ou encore 
de blé. Les premiers mutants caractérisés utilisent toujours la vacuole et ses globoïdes comme 
lieu de stockage, n’affectent donc pas son association au phytate. Il est important de 
poursuivre la caractérisation des autres candidats pour tenter d’identifier les mécanismes qui 
contrôlent le stockage du fer dans la vacuole sous forme de phytate non-disponible. Cela 
permettra in fine d’orienter le stockage sous formes biodisponibles telles que le fer-ferritine, 
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Liste des candidats confirmés dont on dispose de F1 
Hétérozygotie des plantes F1 testées 
 1-1.2, 1-11, 5-17, 6-14.1, 10-7, 14-2.3, 14-14.2, 14-15.3, 14-17.2, 14-19.1, 15-9 
Génotypage des plantes F1 à faire 
13-8.1, 14-6.1, 14-6.2, 14-17.1, 15-8, 15-13.2 
Homozygotie mutantes des plantes F1 testées 
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Seeds are a crucial stage in plant life. They contain the nutrients necessary to initiate the
development of a new organism. Seeds also represent an important source of nutrient for
human beings. Iron (Fe) and zinc (Zn) deficiencies affect over a billion people worldwide.
It is therefore important to understand how these essential metals are stored in seeds.
In this work, Particle-Induced X-ray Emission with the use of a focused ion beam (µPIXE)
has been used to map and quantify essential metals in Arabidopsis seeds. In agreement
with Synchrotron radiation X-ray fluorescence (SXRF) imaging and Perls/DAB staining,
µPIXE maps confirmed the specific pattern of Fe and Mn localization in the endodermal
and subepidermal cell layers in dry seeds, respectively. Moreover, µPIXE allows absolute
quantification revealing that the Fe concentration in the endodermal cell layer reaches
∼800 g·g−1µ dry weight. Nevertheless, this cell layer accounts only for about half of
Fe stores in dry seeds. Comparison between Arabidopsis wild type (WT) and mutant
seeds impaired in Fe vacuolar storage (vit1-1) or release (nramp3nramp4) confirmed the
strongly altered Fe localization pattern in vit1-1, whereas no alteration could be detected
in nramp3nramp4 dry seeds. Imaging of imbibed seeds indicates a dynamic localization of
metals as Fe and Zn concentrations increase in the subepidermal cell layer of cotyledons
after imbibition. The complementarities between µPIXE and other approaches as well as
the importance of being able to quantify the patterns for the interpretation of mutant
phenotypes are discussed.
Keywords: iron, seed, Arabidopsis, µPIXE, elemental mapping, quantitative
INTRODUCTION
Thanks to their redox properties or Lewis acid strength under
physiological conditions, iron (Fe), manganese (Mn), copper
(Cu), or zinc (Zn) act as major cofactors in many enzymes such
as proteases or antioxidant enzymes as well as in electron transfer
chains of mitochondrial respiration or chloroplast photosynthesis
(Marschner, 2012). While micronutrients are essential at ade-
quate concentrations, excess leads to toxicity. Moreover, certain
trace metals such as cadmium (Cd) or mercury (Hg) have no
known function as nutrients and are potentially toxic at low con-
centrations (Clemens, 2006; Clemens et al., 2013). Therefore,
mechanisms for tight regulation of metal homeostasis are vital
(Kraemer and Clemens, 2006; Marschner, 2012).
Seeds are a crucial stage in the life of a plant. They contain the
macro- and micronutrients necessary to initiate the development
of a new organism. More specifically, essential micronutrients
need to be safely stored and readily remobilized during early ger-
mination. Seeds also represent an important source of nutrient
for human beings. Fe and Zn deficiencies affect over a billion
people worldwide (Murgia et al., 2012). Consequently, studies
on seed transition metal content are necessary. Despite its rela-
tively high abundance, Fe availability remains limited for living
organisms. In seeds, Fe is stored either as highly bio-available
phytoferritins localized in plastids, or as poorly bio-available
Fe-phytate salts, localized in vacuolar inclusions called globoids
(Harrison and Arosio, 1996; Briat and Lobreaux, 1997; Otegui
et al., 2002; Lanquar et al., 2005). The balance between those
two forms is different according to plant species and is greatly
modified during germination. Besides, in seeds, phytate salts are
also the main storage form of potassium (K), magnesium (Mg),
calcium (Ca), and Zn (Mikus et al., 1992).
In Arabidopsis, VIT1, a vacuolar Fe transporter required for
Fe storage in the vacuole during seed formation, was identified
by Kim et al. (2006). Synchrotron radiation X-ray fluorescence
(SXRF) tomographic imaging demonstrated that loss of VIT1
function disrupts the cell specific localization of Fe in dry seeds.
Whereas Fe is stored in endodermal cells surrounding the provas-
cular tissues in wild type (WT), it co-localizes with Mn in
the subepidermal cell layer of vit1-1 knockout mutant embryos
(Kim et al., 2006; Roschzttardtz et al., 2009). Fe mislocalization
results in drastically decreased viability of vit1-1 seedlings under
Fe deficiency. While VIT1 mediates Fe influx into the vacuole,
NRAMP3 and NRAMP4 metal transporters have been shown to
act redundantly to export Fe out of the vacuole (Lanquar et al.,
2005). Energy-Dispersive X-ray (EDX) technique indicated that
the nramp3nramp4 double knockout mutant is defective in Fe
retrieval from seed vacuolar globoids during germination. As a
consequence, nramp3nramp4 mutant seedlings display an early
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developmental arrest when germinated on low Fe. Furthermore,
the drastic morphological and biological changes that occur
during germination must be accompanied by a relocation of
nutrients to the sites where they are required for metabolism.
Although several reports have addressed metal patterning in dry
seed, the changes in metal localization and their kinetics upon
seed germination have not been addressed at the tissue level.
Three imaging techniques have been used to investigate Fe dis-
tribution in Arabidopsis WT and mutant seeds EDX (Lanquar
et al., 2005), SXRF (Kim et al., 2006), and Perls/DAB staining
(Roschzttardtz et al., 2009). However, those techniques provided
either non-quantitative data (EDX, Perls/DAB) or approximate
quantification (SXRF) of metal concentrations in the different
seed tissues.
Particle-Induced X-ray Emission induced by a focused ion
beam (µPIXE) allows multi-elemental mapping in biological
samples with high spatial resolution (1µm range) and high sen-
sitivity (down to µg·g−1 range). Importantly, µPIXE technique
presents the unique advantage of providing quantitative results
when used simultaneously with Rutherford Backscattering (RBS)
and Scanning Transmission Ion Microscopy (STIM) analyses
(Deves et al., 2005). The combined measurements of trace ele-
ment amount by PIXE, charge monitoring and organic element
determination by RBS and sample local mass determination by
STIM are often referred as “fully” quantitative results in the lit-
erature in opposition to “semi”-quantitative results obtained by
other imaging techniques.
In plants, µPIXE has been used for the localization and quan-
tification of essential macro- and micronutrients in specific tis-
sues and organs such as elemental mapping of buckwheat seeds
(Vogel-Mikus et al., 2009), Fe in barley roots (Schneider et al.,
2002), Fe and Zn in Phaseolus seeds (Cvitanich et al., 2010, 2011),
Cu in Brassica carinata leaf and root (Cestone et al., 2012). µPIXE
was also used to image and quantify non-essential elements. In
the context of environmental contamination, µPIXE was used to
study cesium (Cs) in Arabidopsis leaf, stem, and trichome (Isaure
et al., 2006), Cd and Ni in soybean seed (Malan et al., 2012), and
uranium (U) in leaf and root of oilseed rape, sunflower, andwheat
(Laurette et al., 2012). In the context of metal hyperaccumula-
tion, it was used to analyze Cd in leaf and seed of Thalspi praecox
(Vogel-Mikus et al., 2007, 2008) or nickel (Ni) in Berkheya coddii
leaves (Budka et al., 2005).
Here, the µPIXE approach was used to quantitatively anal-
yse metal distribution in Arabidopsis seeds. A sample preparation
protocol suitable for µPIXE analysis of Arabidopsis thaliana dry
but also imbibed seeds was established. Analysis of some nutri-
tionally important elements by µPIXE mapping confirmed the
previously established pattern in WT dry seed metal distribu-
tion, exhibiting Mn accumulation at the abaxial side of cotyledons
as well as Fe localization around the provascular tissues. Local
Fe, Mn, and Zn concentrations were determined in these tis-
sues in WT and both nramp3nramp4 and vit1-1 mutant seeds.
Moreover, a comparison between elemental maps obtained with
dry or imbibed seeds revealed early changes in metal localization.
The µPIXE results are put in perspective with other elemental
analysis techniques raising questions regarding the input of ele-
ment quantification in the interpretation of mutant phenotypes.
Finally, µPIXE results obtained for WT dry and imbibed seeds
are discussed with respect to the possible use of this technique to
study dynamic element redistribution.
MATERIALS AND METHODS
PLANT MATERIAL
Mature (dry) and imbibed seeds of Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana accession Columbia-0) WT, nramp3nramp4 (nr3nr4)
and vit1-1 mutants were used. Generation of both mutants has
been described previously in Ravet et al. (2009b) and Kim et al.
(2006), respectively. Dry seeds of all genotypes were harvested
from plants grown on potting soil (Tonerde PAM argile, Brill
France) in a greenhouse under a 16 h photoperiod with regular
watering (2–3 times per week). Seeds were imbibed in deion-
ized water on an orbital shaker (40 rotations·min−1), under
continuous light (60µmol photon·m−2·s−1) at 21◦C for 48 h.
AAS ANALYSES OF DRY SEEDS
Three to four replicates of circa 20mg of dry seeds were digested
in 2ml of 70% nitric acid in a DigiBlock ED36 (LabTech, Italy) at
80◦C for 1 h, 100◦C for 1 h, and 120◦C for 2 h. After dilution to
12ml with ultrapure water, K, Ca, Mn, Fe, Cu, and Zn contents of
the samples were determined by atomic absorption spectrometry
using an AA240FS flame spectrometer (Agilent, USA).
SAMPLE PREPARATION FOR µPIXE ANALYSIS
In order to avoid losses of elements and their redistribution
in the analysed samples, cryotechniques were used. The seeds
were fixed by high pressure cryofixation (Leica EM PACT2,
Leica Microsystems, Germany) and stored in liquid nitrogen.
Subsequent steps were performed in a cryostat (CM3050-S, Leica
Microsystems, Germany) at −30◦C: seeds were recovered from
their cryofixation container in cold isopentane, embedded in an
inert matrix (Tissue-Tek®OCT compound, Sakura Finetek, USA)
and cut with a tungsten blade in sections of approximately 30µm.
Sections were individually mounted on a cold aluminium sam-
ple holder covered with a pioloform film (1 g pioloform, 75ml
chloroform). Samples were carefully transferred to a freeze-dryer
(Alpha 1-4, Christ Martin, Germany), freeze-dried at −10◦C,
under a vacuum of 0.37 mbar for 48 h and brought back to room
temperature (RT) by steps of 5◦C per hour. Finally, samples were
covered by a second pioloform film and stored in an anhydrous
environment at RT untilµPIXE analyses. Section integrity of seed
sample was verified by putting a few freshly cut sections directly
on a microscope slide (Menzel-Gläser SUPERFROST®, Thermo
Fisher Scientific, USA) stored in the cryostat. After sectioning,
the microscope slides mounted with seed sections were quickly
brought to RT in a vacuum desiccator and checked under a light
microscope.
MULTI-ELEMENTAL LOCALIZATION BY µPIXE
Microanalyses of Arabidopsis sections were performed at the
Saclay nuclear microprobe, France (Khodja et al., 2001). The
sample holder with seed sections and reference samples were
attached to a motorized vacuum goniometer in the analyzing
chamber. After closing the chamber and establishing a vacuum
(typically 10−6 mbar), rough positioning of the samples was
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achieved using an optical camera. The proton beam of 3.0 MeV
and 200 pA current was focused down to a 1.5 × 1.5µm2 spot,
used to rapidly scan large areas of the sample and finally adjusted
to scan the seed section areas (usually 500 × 500µm2) during
circa 4 h. Simultaneous PIXE, RBS, and STIM analyses were per-
formed. A 40mm2-Bruker XFlash SDD detector placed at 75◦
relative to the beam path and at 21mm working distance of
the scanned sample was used to collect X-rays emitted by non-
organic elements. A 50µm Mylar foil was placed in front of the
detector to stop backscattered protons and attenuate X-ray sig-
nals from major elements. Backscattered particles were collected
by a 180mm2-surface barrier detector positioned at 170◦ and
35mm from incident beam. Energy-loss maps based on STIM
were obtained by collecting scattered particles at 30◦ using a
surface barrier detector located behind the sample. In total, 11
seed sections were analyzed: 5 from WT, 5 from nramp3nramp4
mutant and 1 from vit1-1 mutant.
MULTI-ELEMENTAL QUANTIFICATION BY µPIXE
In order to generate µPIXE qualitative elemental images, PIXE
spectra of the scanned Arabidopsis sections were processed using
RISMIN software (Daudin et al., 2003). Distinct regions of par-
ticular interest (ROIs) such as seed morphological structures or
areas enriched for one particular element were selected as ROIs on
the elemental images and the corresponding X-ray spectra were
extracted. Associated RBS and STIM spectra and images were
used to assess thickness and matrix composition of the differ-
ent ROIs using SIMNRA (Mayer, 1999) and a modified version
of RISMIN software. Finally, all elemental quantifications were
obtained by processing the extracted data using SIMNRA and
GUPIX (Campbell et al., 2000) softwares. Concentrations of the
elements present in the selected ROIs (whole seed section, Fe-
and Mn-enriched areas) are presented, either as elemental con-
centrations of one representative sample (Table 2), or as average
elemental concentrations of three to four representative samples
(Figures 5A,B).
DATA ANALYSES
Average elemental concentrations presented in (Figures 5A,B)
as well as elemental fractions presented in Table 3, were anal-
ysed by a Kruskal–Wallis test followed by a Tukey post-hoc test
for multiple comparisons (p < 0.05). For both dry and imbibed
seeds, fractions of Fe and Mn that accumulate in their respec-
tive enriched areas compared to the whole seed section element
content were calculated as followed: [element concentration in
enriched area·area of enriched area]/[element concentration in
whole seed section·area of whole seed section].
RESULTS
SAMPLE PREPARATION FOR ANALYSES
Seed samples were prepared as recommended in Mesjasz-
Przybylowicz and Przybylowicz (2002) and described inMaterials
and Methods. The chosen section thickness was 30µm to obtain
the best compromise between 3 requirements: (1) analysing a
sufficient amount of matter by µPIXE to obtain accurate quan-
tification, (2) the ability to record RBS and STIM complementary
signals, and (3) to resolve Arabidopsis seed morphology (30µm
corresponds to circa 2 cell layers). A cryogenic approach was
used to prevent element leakage or redistribution within the
sample sections (Mesjasz-Przybylowicz and Przybylowicz, 2002).
Due to Arabidopsis seed small size, high-pressure freezing was
used. In order to confirm that cryosectioning did not alter seed
structure, some sections were put aside and directly observed
under light microscopy after being rapidly brought back to RT.
In agreement with previous reports, Arabidopsis dry seed mor-
phological structure could be clearly defined for 30µm thick
longitudinal and transversal sections (Figure 1) (e.g., Vaughan
and Whitehouse, 1971). After high-pressure freezing, samples
could be either freeze-dried or freeze-substituted as no module
for frozen-hydrated state specimen analysis was available (Tylko
et al., 2007). Freeze-drying technique has been demonstrated to
be neither suitable for observations at the cellular level since it
may alter the morphology of the samples, nor for metal speciation
since water extraction induces metal speciation artifacts (Sarret
et al., 2009). However, freeze-drying is appropriate for elemen-
tal mapping, in particular for Fe, at the tissue level and thus, was
used in this research (Schneider et al., 2002; Sarret et al., 2013).
Furthermore, preliminary tests showed that the substitution of
vitrified water by EPOXY resin lead to partial to complete leakage
of some elements (data not shown).
ARABIDOPSIS SEED ELEMENTAL DISTRIBUTION USING µPIXE
TECHNIQUE
Freeze-dried 30µm thick sections of Arabidopsis thaliana dry and
imbibed seeds were analysed by Particle-Induced X-ray Emission
induced by a focused ion beam (µPIXE) and elemental images
were generated (Figure 2). Some macroelements, such as K, and
microelements such as Zn are apparently evenly distributed over
the dry seed section (Figure A1). Mapping of Ca, which is evenly
distributed in the embryo and accumulates to a higher level in
FIGURE 1 | Arabidopsis thaliana dry seed structure. Light microscopy
images of transversal (A) and longitudinal (B) sections with respective
schematic representations (C,D). Thirty micrometer sections were obtained
at −30◦C using a cryomicrotome. Scale bar: 100µm; asm, apical shoot
meristem; cot, cotyledon; end, endodermis; hyp, hypocotyl; rad, radicle; sc,
seed coat.
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FIGURE 2 | µPIXE elemental reconstituted image of Arabidopsis
thaliana dry seed section. Total X-ray spectra of areas scanned with 3
MeV proton beam were collected. Specific distributions of Fe, Mn, and Ca
in a 30µm thick longitudinal section of Arabidopsis dry seed are shown
overlaid (large image) and separately (small images). False color images and
reconstitution were obtained using ImageJ free software. Scale bar:
100µm; red, Fe; blue, Mn; yellow, Ca.
the seed coat, allows the visualization of general seed morphol-
ogy, recalling the light microscopy image (compare Figures 1B, 2,
Ca inset). Other elements, such as Fe and Mn, exhibited more
specific localization in particular structures, organs or tissues.
The elemental map of Fe highlighted the provascular tissue in
the cotyledons, hypocotyl and radicle while the Mn elemental
map showed concentration on the abaxial (lower) side of the
cotyledons (Figure 2, Fe and Mn insets). Subsequently, elemen-
tal images were used to select regions specifically enriched in Fe
or Mn within sections (regions of interest, ROIs; Figure 3) to
determine the element concentrations within ROIs.
SEED ELEMENTAL CONTENT ANALYSES
Dry seed bulk sample analyses of ArabidopsisWT, nramp3nramp4
and vit1-1 were performed by atomic absorption spectroscopy
(AAS) to determine seed concentrations of various macro- and
microelements (Table 1). As previously reported, for all quan-
tified elements, no notable differences were observed between
seeds of the different genotypes (Lanquar et al., 2005; Kim et al.,
2006; Young et al., 2006). Some seeds of the analysed batches
were set aside and analysed by µPIXE to determine elemen-
tal concentration in the ROI corresponding to the whole seed
section (Table 1). In general, seed element average concentra-
tions obtained by µPIXE for each genotype were in the same
range of concentrations but usually higher when compared to
AAS analyses (Table 1). This difference can be partly explained
by the huge difference in the sample sizes used for each tech-
nique. AAS elemental content analyses of circa 1800 Arabidopsis
dry seeds (20mg aliquots) are compared with µPIXE analyses of
few 30µm-thick seed sections (approximately 2 cell layers). Single
seed elemental variability, seed cell heterogeneity as well as low
replicate number inherent to the technique have a larger impact
on the seed elemental content measured by µPIXE.
FIGURE 3 | Regions of interest for µPIXE elemental quantification.
Element distribution maps allowed selection of regions of interest (ROI).
Arabidopsis thaliana whole seed (A), Fe- (B), and Mn- (C) ROIs are shown
using the Ca distribution map as background. The associated STIM image
(D) shows the local mass of the sample which is necessary for
quantification. Scale bar: 100µm.
Elemental images obtained for the three genotypes showed
that Fe distribution is strongly perturbed in vit1-1 mutant
whereas it is not affected in nramp3nramp4 dry seed at the
same stage (Figure 4). Similar elemental distribution patterns
were obtained using SXRF microtomography (Kim et al., 2006;
Donner et al., 2012). ROIs corresponding to whole seed sec-
tion, Fe- or Mn-enriched areas were selected on the images
of each genotype and the corresponding PIXE, RBS, and
STIM extracted spectra were analysed (Table 2). In WT and
nramp3nramp4 dry seed sections, element quantification within
the ROIs confirmed the accumulation of Fe around the provas-
cular tissues of the radicle and cotyledons (from 159µg·g−1
dry weight (DW) in the whole section, up to 751µg·g−1 DW
in Fe-enriched area) and of Mn at the abaxial side of cotyle-
dons (from 44µg·g−1 DW up to 386µg·g−1 DW). Surprisingly,
slight accumulation of Zn also occurred in the Fe-enriched
area (from 141µg·g−1 DW up to 311µg·g−1 DW). In vit1-1 dry
seed, Fe (up to 360µg·g−1 DW) and Mn (up to 172µg·g−1 DW)
concentrated in a single Fe- and Mn-enriched area at the
abaxial side of the cotyledons, while no Fe accumulation
around provascular tissues was observed. Here also, Zn (up to
224µg·g−1 DW) exhibited a slight accumulation within the com-
bined enriched area.
The concentrations of Fe, Mn, and Zn in whole longitudi-
nal and transversal seed sections as well as Fe- and Mn-enriched
areas from dry and imbibed samples of WT and nramp3nramp4
were measured. Statistical analyses of the results did not reveal
any significant difference between WT and nramp3nramp4 in any
of the ROIs analysed. Figure 5 shows the average concentrations
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Table 1 | AAS analysis and µPIXE quantification of various elements in three different Arabidopsis thaliana seed genotypes.
AAS—dry seed µPIXE—seed section
El. WT nr3nr4 vit1-1 WT nr3nr4 vit1-1
µg · g−1 DW µg · g−1 DW µg · g−1 DW LOD µg · g−1 DW LOD µg · g−1 DW LOD µg · g−1 DW LOD
K 11881± 188 11272± 463 11909± 663 0.008 17648 36 19989 30 27274 52
Ca 4200 ± 208 4590 ± 288 4445± 329 0.001 9165 85 11223 82 9757 77
Mn 32 ± 4 34 ± 3 33 ± 3 0.001 44 4 58 4 65 8
Fe 78 ± 5 73 ± 1 80 ± 13 0.006 159 3 189 3 157 8
Cu 10 ± 1 12 ± 1 11 ± 0 0.001 10 2 20 2 68 3
Zn 58 ± 5 59 ± 7 62 ± 5 0.001 141 2 197 2 169 6
AAS of bulk samples. Values are means ± SE (n = 3–4 dry seed batches for each genotypes). X-ray and RBS spectra of the whole seed section were selected using
RISMIN software and analysed using SIMNRA and GUPIX softwares. Concentrations of one representative measured sample are presented; LOD, limit of detection
of the measurements (µg·g−1 DW ).
FIGURE 4 | Transversal sections of Arabidopsis thaliana dry and imbibed seeds. Specific distributions of Fe, Mn, and Ca in section of WT (A) and nr3nr4
(B) imbibed seeds and vit1-1 (C) dry seeds are shown overlaid (large image) and separately (small images). Scale bar: 100µm; red, Fe; blue, Mn; yellow, Ca.
of Fe, Mn, and Zn in the whole seed section, Fe- and Mn-
enriched areas from dry and imbibed samples. In both sample
types, Fe (751 ± 134µg·g−1 DW and 910 ± 74µg·g−1 DW) signif-
icantly accumulated in Fe-enriched provascular area as expected
(Figures 5A,B). As already indicated in Table 2, Zn average con-
centrations were also significantly higher in Fe-enriched areas
of both dry and imbibed seeds (298 ± 9µg·g−1 DW and 284 ±
18µg·g−1 DW). Mn accumulated at significantly higher concen-
tration in the Mn-enriched area at the abaxial side of the cotyle-
dons of both dry and imbibed seeds (Figures 2, 4, 5 and Table 2).
Interestingly, after 48 h of imbibition, Fe (577 ± 61µg·g−1 DW)
and Zn (268 ± 14µg·g−1 DW) were also significantly more con-
centrated within Mn-enriched area at the abaxial side of the
cotyledons. These changes were not detectable visually on the
elemental maps.
Finally, combining the relative areas of Fe- and Mn-enriched
areas and the metal concentration within these areas, we calcu-
lated the fractions of Fe andMn accumulated in their correspond-
ing enriched areas, namely the provascular tissue region for Fe
and the abaxial side of the cotyledons for Mn (Table 3). These
calculations revealed that at most 69 and 54% of Fe and Mn,
respectively, were localized within these areas. A significant frac-
tion of seed Fe and Mn stores is thus localized outside the areas
where these metals are the most concentrated.
DISCUSSION
Images of Arabidopsis dry seed sections obtained by µPIXE con-
firmed Fe, Mn, and Zn distribution patterns observed previously
in WT, nramp3nramp4 and vit1-1 mutant dry seeds. In addi-
tion, valuable information about localmetal concentrations could
be obtained from the analyses of the different types of spectra
collected at the microprobe installation.
µPIXE COMPLEMENTS OTHER TECHNIQUES FOR ELEMENTAL
IMAGING OF SEEDS
Fe distribution in Arabidopsis seeds has been already reported
using different imaging techniques: EDX microanalysis on a
transmission electron microscope (Lanquar et al., 2005), Fe his-
tochemical localization using Perls staining with DAB enhancing
(Roschzttardtz et al., 2009) and SXRF microtomography (Kim
et al., 2006; Chu et al., 2010; Donner et al., 2012). The respec-
tive advantages and limitations of these different approaches have
been recently discussed in several reviews (Deves et al., 2005;
Lobinski et al., 2006; Ortega et al., 2009; Punshon et al., 2009,
2012; Donner et al., 2012; Sarret et al., 2013).
Combined together, the information about Fe localization
obtained by EDX, histochemical staining and SXRF techniques
indicate that in Arabidopsis dry seed, Fe is concentrated in
the endodermal cells of the embryo and, at subcellular level,
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Table 2 | µPIXE quantification of various elements in three different Arabidopsis thaliana seed genotypes with emphasis on Fe- and
Mn-enriched areas.
El. Seed section Fe-enriched area Mn-enriched area
µg · g−1 DW LOD µg · g−1 DW LOD µg · g−1 DW LOD
WT
K 17648 36 21393 71 15851 121
Ca 9165 85 7509 140 9060 155
Mn 44 4 22 12 386 13
Fe 159 3 751 5 90 20
Cu 10 2 9 7 n.d. n.d.
Zn 141 2 311 11 156 15
nr3nr4
K 19989 30 19443 81 15582 57
Ca 11223 82 10672 128 10315 90
Mn 58 4 85 13 106 7
Fe 189 3 520 11 218 6
Cu 20 2 24 7 9 5
Zn 197 2 281 11 200 5
El. Seed section Fe- and Mn-enriched area
µg · g−1 DW LOD µg · g−1 DW LOD
vit1-1
K 27274 25 22519 52
Ca 9757 63 8826 77
Mn 65 3 172 8
Fe 157 3 360 8
Cu 68 2 60 3
Zn 169 1 224 6
Concentrations of one representative measured sample of dry seed are presented; LOD, limit of detection of the measurements (µg·g−1 DW ); n.d., not detected.
FIGURE 5 | Metal content in Arabidopsis thaliana dry (A) and imbibed
(B) seed. Fe, Mn, and Zn contents in whole seed section (black bars) as well
as in selected Fe- (white bars) and Mn- (gray bars) enriched areas were
quantified. Dry seeds were cryofixed directly (A) or after 48 h imbibition (B).
Values are means ± SE (n = 3–4 scanned sections). Different letters denote
statistically significant differences based on Kruskal–Wallis test followed by
Tukey post-hoc test comparing values of dry and imbibed seeds for each
metal (P < 0.05).
is associated with vacuolar globoids (Lanquar et al., 2005; Kim
et al., 2006; Roschzttardtz et al., 2009). Fe concentrations close to
1000µg·g−1 DW in provascular tissues were quantified by µPIXE
(Table 2 and Figure 5). As globoids represent no more than 10%
of the cell volume but constitute the main site for Fe storage in
seed cells (Lanquar et al., 2005), endodermal vacuole globoids
possibly contain close to 1% Fe. Besides, it has been hypothe-
sized that Fe in the vacuole is mainly stored as Fe3+ but this still
remains to be demonstrated using XAS (Pich et al., 2001; Otegui
et al., 2002). Based on analyses of mutant phenotypes and metal
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Table 3 | Fractions of Fe and Mn in Arabidopsis thaliana dry and
imbibed seed.
El. Dry Imbibed
% metal % area % metal % area
Fe 50.7 ± 11.2 13.4 ± 5.4 68.9 ± 5.8 17.1 ± 1.5
Mn 30.3 ± 7.0 8.3 ± 6.0 54.4 ± 2.8* 22.4 ± 7.3
The fractions of Fe and Mn quantified in their corresponding enriched areas rel-
ative to the whole seed section element content were calculated for dry and
imbibed seed. Proportion of each enriched area was also calculated. Values are
means ± SE (n = 3–4 scanned sections). Asterisk denotes statistically significant
differences based on Mann–Whitney U test (p < 0.05).
localization, a mechanism of Fe loading into seed endodermal
vacuoles mediated by VIT1 and its release into vasculature cells
by NRAMP3 and NRAMP4 during germination has been sug-
gested (Morrissey and Guerinot, 2009; Roschzttardtz et al., 2009).
Accordingly, recent data indicated that no more than 5% of total
seed Fe is associated with the plastidial ferritin in Arabidopsis seed
(Ravet et al., 2009a). Concentration of Fe in endodermal vac-
uoles in the vicinity of the provascular strand cells allows rapid
and easy mobilization of Fe to the growing parts of the seedling
during germination. Nevertheless, our determination of Fe frac-
tions in dry seed sections by µPIXE revealed that only about
50% of this metal is actually stored around the seed embryo
provascular tissue (Table 3). This result indicates that Arabidopsis
seeds likely contain two pools of Fe: a pool of concentrated Fe
associated to endodermal vacuoles, previously identified by sev-
eral imaging techniques (Kim et al., 2006; Roschzttardtz et al.,
2009), and a less concentrated pool spread in all seed tissues,
which have so far been overseen. This finding does not contra-
dict the previous assessments about the central role of vacuoles in
Fe storage in Arabidopsis (Roschzttardtz et al., 2009). However,
it points to the existence of significant Fe stores outside of the
endodermal cells that have to be taken into account in seed
Fe storage models. Moreover, our results suggest that, besides
VIT1, which is expressed near the vasculature, other vacuolar Fe
uptake systems drive Fe accumulation into the vacuoles of other
embryo cells.
Imaging techniques also showed heterogeneous distribution of
Mn and Zn in plant seeds (Kim et al., 2006; Vogel-Mikus et al.,
2007; Takahashi et al., 2009; Cvitanich et al., 2011). Our anal-
yses by µPIXE showed that up to 30% of the Mn present in
Arabidopsis dry seed is stored in subepidermal cells. Until now,
the transporters which mediate Mn accumulation in those partic-
ular cells remain unknown. In the case of Zn, our quantification
of Zn in seed sections by µPIXE indicated that Zn is slightly more
concentrated in the embryo provascular tissue. This is in agree-
ment with SXRF microtomography of Arabidopsis seeds (Kim
et al., 2006) and µPIXE analysis of Phaseolus seeds (Cvitanich
et al., 2011).
METAL REDISTRIBUTION IN ARABIDOPSIS SEED DURING
GERMINATION MONITORED BY µPIXE
During germination, seed undergoes drastic morphological and
biological changes, necessarily inducing a redistribution of
macro- and micronutrients (Bewley, 1997; Bolte et al., 2011).
Whereas mature dry seed is an excellent plant sample stage for
imaging by SXRF or µPIXE due to its natural dehydration state,
monitoring of seed germination by X-ray imaging techniques
remains challenging. Here, a µPIXE analysis of Arabidopsis WT
and nramp3nramp4mutant after seed imbibition was undertaken.
Whereas EDX microanalyses revealed nramp3nramp4 mutant
defect in Fe remobilization from globoids in 2-day old seedling,
µPIXE failed to detect any qualitative or quantitative modifica-
tion of the Fe pattern between the two genotypes at the same
stage (Lanquar et al., 2005). As a matter of fact, elemental maps
obtained on dry seeds or after imbibitions did not show any obvi-
ous difference. Two hypotheses may account for this apparent
discrepancy: (1) even though the experiment was performed after
2 days in both case, seedling development may have been slower
in the case of the µPIXE experiment, due to differences in the
conditions or seed age. Attempts to analyse sections of WT and
mutant seeds at later stage were hampered by difficulties to obtain
intact sections; (2) after 2 days, Fe may have been remobilized
from the globoids, preventing its detection by EDX, but may have
remained in the same tissues explaining why no change could be
detected at the µm resolution of the µPIXE analysis.
Nevertheless, quantification of Fe, Mn, and Zn in seed sec-
tions by µPIXE indicates significant distribution modifications
after 48 h of imbibition. During imbibition, Fe and Zn concentra-
tions increase in subepidermal cells of cotyledons, corresponding
to the Mn-enriched area, while the fraction of Mn accumulating
in those cells significantly increases from 30 to more than 50%
of total Mn content. Although the origin of the metals could not
be identified as no significant decrease of Fe, Mn, or Zn occurs
in other areas, it is likely that during seed imbibition metals are
already beginning to be redistributed toward the future photosyn-
thetic cell layers. As the Fe concentration in the endodermal area
is unchanged after imbibition, it is tempting to speculate that the
Fe that accumulates in the sub epidermal area originates from the
“diluted pool” spread in all seed tissues, which would therefore
represent a more loosely bound Fe pool. The endodermal pool
would be released at later stages of germination.
In conclusion, our study using µPIXE complemented other
approaches to analyse metal distribution in Arabidopsis seeds.
This fully quantitative approach revealed unsuspected important
Fe stores outside the endodermal cells. Analysis after seed imbibi-
tion provided a first glimpse at the rapid metal redistribution that
occurs during germination.
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APPENDIX
FIGURE A1 | µPIXE elemental reconstituted image of Arabidopsis
thaliana dry seed section. Total X-ray spectra of areas scanned with 3
MeV proton beam were collected. Specific distributions of Ca, K, Fe, Mn,
and Zn in a 30µm thick longitudinal section of Arabidopsis dry seed are
separately. The associated STIM image shows the local mass of the
sample. Scale bar: 100µm.
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Summary 
 
Over 30% of the world population is iron deficient (WHO resources). One strategy 
proposed to fight iron deficiency is to improve iron (Fe) content and availability in crops, 
especially in seeds. To address this challenge, it is crucial to decipher the mechanisms that 
control Fe storage during seed development.  
In Arabidopsis thaliana seeds, iron is stored in the vacuoles of cells surrounding the 
vasculature of the embryo. The AtVIT1 transporter is involved in Fe influx into vacuoles. The 
vit1-1 mutant displays an altered Fe pattern: Fe is accumulated in abaxial cells of the cotyledons 
and radicle peripheral cells. AtNRAMP3 and AtNRAMP4 function redundantly in Fe retrieval 
from vacuoles during germination. When germinated under iron deficient conditions, 
nramp3nramp4 double mutant development is altered as a consequence of impaired Fe 
mobilization.  
To identify novel genes involved in seed Fe homeostasis, we screened an EMS 
mutagenized population of nramp3nramp4 for mutations restoring the growth of nramp3nramp4 
on low Fe. We named these mutants isv for “bypass iron storage in vacuoles”. The 29 confirmed 
isv mutants identified by the screen have been classified according to the iron localization pattern 
in their embryo after Perls/DAB staining: 20 display a wild type pattern, 3 display a pattern of Fe 
localization similar to vit1-1 mutant and 6 do not show any staining in most embryos. The three 
isv mutants displaying a vit1-1 like pattern were further investigated. In two of them, mutations in 
the AtVIT1 gene were shown to be responsible for the suppressor phenotype. This result 
establishes a genetic and functional link between Fe loading in endodermal vacuoles by AtVIT1 
and its retrieval by AtNRAMP3 and AtNRAMP4. The third isv mutant with a vit1-1 like iron 
localization pattern does not carry any mutation in AtVIT1 coding sequence. Identification of the 
mutated gene will likely uncover molecular mechanisms regulating VIT1 action. For seven other 
confirmed isv mutants, F2 populations are available. High-throughput sequencing of batched 





Selon l’Organisation Mondiale de la Santé, environ 30% de la population mondiale 
souffre de carence en fer. Une des stratégies proposées afin d’endiguer l’anémie due à cette 
carence est d’augmenter le contenu en fer et sa disponibilité dans les parties consommées des 
plantes, en particulier les graines. Pour répondre à ce défi, il est important de comprendre les 
mécanismes de stockage du fer dans la graine.  
Chez la plante modèle Arabidopsis thaliana, le fer est stocké au sein des vacuoles des 
cellules entourant les tissus vasculaires de l’embryon. Le transporteur AtVIT1 est impliqué dans 
l’entrée de fer au sein de ces vacuoles. Le mutant vit1-1 présente un patron de distribution du fer 
modifié : le fer est accumulé dans les cellules sous épidermiques abaxiales des cotylédons et les 
cellules corticales de la radicule. AtNRAMP3 et AtNRAMP4 fonctionnent de manière 
redondante permettant la sortie du fer vacuolaire lors de la germination. En conditions de carence 
en fer, le double mutant nramp3nramp4 présente un arrêt développemental associé à une forte 
chlorose dus à son incapacité à utiliser ses stocks de fer vacuolaire.  
Pour identifier de nouveaux gènes impliqués dans l’homéostasie du fer au sein de la 
graine, nous avons criblé une population de double mutant nramp3nramp4 mutagénisé à l’EMS à 
la recherche de suppresseurs du phénotype du double mutant sur un milieu carencé en fer. Nous 
avons nommés ces mutants isv pour “bypass iron storage in vacuoles”.  Nous avons confirmé et 
classifié 29 candidats  selon le patron de distribution du fer de leurs embryons : 20 présentent un 
patron similaire au type sauvage, 3 dont le patron est semblable à celui du mutant vit1-1 et enfin 6 
ne présentent pas de colorations dans la plupart de leurs embryons. Les 3 mutants isv présentant 
un patron similaire à vit1-1ont été caractérisés de manière plus approfondie. Chez deux d’entre 
eux, nous avons démontré que des mutations dans le gène AtVIT1 sont responsables du phénotype 
suppresseur. Ce résultat établit un lien génétique et fonctionnel entre le stockage du fer dans les 
vacuoles endodermiques par AtVIT1 et sa libération par AtNRAMP3 et AtNRAMP4. Le 
troisième mutant isv au patron semblable à vit1-1 ne porte pas de mutations dans la séquence 
codante d’AtVIT1.  L’identification du gène affecté apportera sans doute des informations sur la 
régulation de VIT1. Enfin, pour sept autres mutants isv, nous disposons actuellement des 
populations F2 dont l’analyse par séquençage haut débit permettra de déterminer la mutation 
responsable du phénotype suppresseur. 
Résumé 
 
Selon l’Organisation Mondiale de la Santé, environ 30% de la population mondiale 
souffre de carence en fer. Une des stratégies proposées afin d’endiguer l’anémie due à cette 
carence est d’augmenter le contenu en fer et sa disponibilité dans les parties consommées des 
plantes, en particulier les graines. Pour répondre à ce défi, il est important de comprendre les 
mécanismes de stockage du fer dans la graine.  
Chez la plante modèle Arabidopsis thaliana, le fer est stocké au sein des vacuoles des 
cellules entourant les tissus vasculaires de l’embryon. Le transporteur AtVIT1 est impliqué dans 
l’entrée de fer au sein de ces vacuoles. Le mutant vit1-1 présente un patron de distribution du fer 
modifié : le fer est accumulé dans les cellules sous épidermiques abaxiales des cotylédons et les 
cellules corticales de la radicule. AtNRAMP3 et AtNRAMP4 fonctionnent de manière 
redondante permettant la sortie du fer vacuolaire lors de la germination. En conditions de carence 
en fer, le double mutant nramp3nramp4 présente un arrêt développemental associé à une forte 
chlorose dus à son incapacité à utiliser ses stocks de fer vacuolaire.  
Pour identifier de nouveaux gènes impliqués dans l’homéostasie du fer au sein de la 
graine, nous avons criblé une population de double mutant nramp3nramp4 mutagénisé à l’EMS à 
la recherche de suppresseurs du phénotype du double mutant sur un milieu carencé en fer. Nous 
avons nommés ces mutants isv pour “bypass iron storage in vacuoles”.  Nous avons confirmé et 
classifié 29 candidats  selon le patron de distribution du fer de leurs embryons : 20 présentent un 
patron similaire au type sauvage, 3 dont le patron est semblable à celui du mutant vit1-1 et enfin 6 
ne présentent pas de colorations dans la plupart de leurs embryons. Les 3 mutants isv présentant 
un patron similaire à vit1-1ont été caractérisés de manière plus approfondie. Chez deux d’entre 
eux, nous avons démontré que des mutations dans le gène AtVIT1 sont responsables du phénotype 
suppresseur. Ce résultat établit un lien génétique et fonctionnel entre le stockage du fer dans les 
vacuoles endodermiques par AtVIT1 et sa libération par AtNRAMP3 et AtNRAMP4. Le 
troisième mutant isv au patron semblable à vit1-1 ne porte pas de mutations dans la séquence 
codante d’AtVIT1.  L’identification du gène affecté apportera sans doute des informations sur la 
régulation de VIT1. Enfin, pour sept autres mutants isv, nous disposons actuellement des 
populations F2 dont l’analyse par séquençage haut débit permettra de déterminer la mutation 
responsable du phénotype suppresseur. 
 
